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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KARATURP PEROKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE
BENZOHIDRAZIDLERLE INHIiBiSYON KINETIGININ INCELENMESI

Serpil GERNI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Bu c¢alismada karaturp peroksidaz enziminin (POD), inhibitorleri olan 3-Amino
benzohidrazid ve tiirevi molekiiller kullanilarak tek basamakta saflastiriimasi
hedeflendi. Bu amagla, literatiirde bulunan bitki POD saflastirma c¢alismalarina katki
saglamak i¢in 3-amino benzohidrazid ve onun tiirevleri olan 5-amino 2-metil
benzohidrazid, 3-amino 5-metil benzohidrazid, 3-amino 4-nitro benzohidrazid ve 3-
amino  2-metil  benzohidrazid molekiilleri sentezlendi ve POD enziminin
saflastirilmasinda kullanildi. Tiirev molekiillerin metilbenzoat formlarindan hidrazin
sentezleri yapilarak, karaturp POD enzimi iizerine inhibisyon etkileri incelendi.
Doniistimlii inhibisyon gosteren molekiiller Sepharose-4B-L-Tirozin jel materyaline
baglanarak elde edilen afinite jelleri ile tek kademede karaturp POD enzimi
saflastirilmast  gerceklestirildi. 3-Amino benzohidrazid molekiilii kullanildiginda
karaturp POD enzimi, %11,9 verimle 246,6 kat, 5-amino 2-metil benzohidrazid ile %43
verimle 733,5 kat, 3-amino 5-metil benzohidrazid ile %6,09 verimle 221,2 kat, 3-amino
4-nitro benzohidrazid ile %14,6 verimle 249,6 kat ve 3-amino 2-metil benzohidrazid ile
%21,4 172,5 kat saflastirma yapildi. Bu kolonlardan saflastirilan enzimin molekiil
agirhgr ve safligt SDS-PAGE ile kontrol edildi. Karaturp POD enziminin molekiil
agirhgr icin 43-47 kDa’da tek bant gozlendi. Tiim kolonlarin saflastirma sonuglar
karsilastirildi ve en iyi kolon materyali olan Sepharose-4B-L-Tirozin-5-amino-2-metil
benzohidrazid kolonu i¢in kolon tutma kapasitesi, karaturp POD enzimi i¢in degisik pH,
sicaklik, 1yonik siddetlerde ¢alisildi. Karaturp POD enzimi i¢in optimum sartlar: pH 7,0,
sicaklik 15°C, iyonik siddet ise 0,4 M olarak belirlendi.

2017, 74 sayfa

Anahtar Kelimeler: Peroksidaz, Afinite kromatografisi, Karaturp, Enzim Saflastirma,
3-Amino benzohidrazid tiirevleri



ABSTRACT

MS. Thesis

PURIFICATION OF BLACK RUDISH PEROXIDASE (POD) ENZYME AND
INVESTIGATION OF INHIBITION KINETIC WITH BENZOHYDRAZIDES

Serpil GERNI

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

Advisor: Prof.Dr. Hasan OZDEMIR

In this study, it was aimed to establish a purification procedure in one step for black
rudish Peroxidase (POD) enzymes by using 3-amino benzohydrazide and its derivatives.
which are the inhibitors of the POD enzymes. In this aim, in order to contribute to the
purification studies in the literature of plant peroxidase enzymes, 3-amino
benzohydrazide and its derivatives which are 5-amino 2-methyl benzohydrazide, 3-
amino 5-methyl benzohydrazide, 3-amino 4-nitro benzohydrazide and 3-amino 2-
methyl benzohydrazide molecules were synthesized and firstly used at the study of
purification of POD enzyme. The inhibition effects on POD enzyme were investigated
by making hydrazine synthesis from the methyl benzoate forms of the 3-amino
benzohydrazide derivative molecules. The purification of the single-stranded black
rudish Peroxidase (POD) enzyme with affinity gels obtained by binding Sepharose-4B-
L-Tyrosine gel material of molecules which have alternating inhibition effect was
performed. The black rudish POD enzyme is purified using 3-amino benzohydrazide
molecule with a yield of 11.9%, 246.6 fold, using 5-amino 2-methyl benzohydrazide
molecule with a yield of 43%, 733.5 fold, using 3-amino 5-methyl benzohydrazide with
a yield of 6.09%, 221.2 fold, using 3-amino 4-nitro benzohydrazide with a yield 14.6
fold 249.6 fold, using 3-amino 4-nitro benzohydrazide with a yield of 14.6%, 249.6 fold
and using 3-amino 2-methyl benzohydrazide molecule with a yield of 21.4%, 172.5
fold. The molecular weight and enzyme purity of the POD enzymes purified from all
the column materials were controlled by SDS-PAGE. Single band were observed at 43-
47 kDa for the black rudish peroxidase enzyme. The purification results of all the
column material were compared and the column holding capacity for Sepharose-4B-L-
Tyrosine-5-amino-2-methyl benzohydrazide showing the result of being the best
column, for POD were studied different pH, temperature and ionic strengths. Optimum
parameter for radish POD were determined as 7.0 for pH, 15°C for temperature, 0.4 M
for ionic intensity.

2017, 74 pages

Keywords: Peroxidase, affinity chromatography, black rudish, purification, 3-Amino
benzohydrazide and its derivatives
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1. GIRIS

Biyokimyasal aragtirmalarin biiyiik cogunlugunu enzim c¢aligmalari olusturmaktadir. Bu
alandaki en biiylik gelismelerden biri 1926 yilinda J.B.Summer’in iireaz enzimini
“JackBean” bitkisinden elde edip kristallendirmesi ve protein yapisinda oldugunu
kesfetmesidir. Giiniimiize kadar 2000 enzim tanimlanmis, bir¢ogu saflastirilmas,
karakterize edilmis ve 200’den fazla enzim de kristallendirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu

2005).

Her canlinin, hayatin1 devam ettirmesi i¢in disaridan aldig1 besinleri kendi yapisina
uygun biyolojik molekiillere secici ve etkili bir sekilde doniistiirmesi gerekmektedir.
Canli organizmalarda, bu donlisimin meydana geldigi kimyasal reaksiyonlar
hizlandiran ve yan {riin olusmaksizin %100'lik triin verimi saglayan biyolojik
katalizorlere enzim denir. Enzimler, proteinlerin en biiyilk ve o6zellesmis seklidir.
Katalitik aktivite gosteren kiicik bir RNA grubu disinda, biitiin enzimler protein
yapisindadir (Nelson and Cox 2004).

Enzimler olaganiistii katalitik aktiviteye sahip molekiillerdir. Substratlar1 karsisinda
oldukga spesifik davranip karsisindaki molekiiliin sadece bir bolgesini etkilemektedir.
Bu etkilenen yerden bir veya birden fazla atomu ya da fonksiyonel grubu almaktadir.
Enzimler, bugiin hiicreden ¢ikmis ve artik ¢esitli bakimlardan giinliilk ve ekonomik
hayata girmistir. Ekmek, bira ve peynir iiretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik
alanlar1 gibi giinliik yasamda ve saglik alani olan tipta teshis ve tedavide enzimler
biiylik rol oynamaktadir. Bugiin enzimlerin kimya endistrisinde, gida prosesinde,
ziraatte pek cok kullanim alani bulunmaktadir. Enzimler, canli hiicreler tarafindan
biyolojik kosularda sentez edilmektedirler. Aktivite gostermeleri i¢in hiicre iginde
bulunmalar1 gerekmez. Enzim yapisinda bulunan amino asitlerin 6zel dizilisi, enzimin
belirli bir konformasyon ve tersiyer yapiy1 kazanmasinda en 6nemli rolii oynamaktadir.
Enzimler sadece biyolojik aktivitesi i¢in degil bunun yani sira metabolik olaylarin

kontroliinii saglamak i¢in de gereklidir (Goziikara 2001).



Enzimlerle katalize edilen, tepkimeye katilan kimyasal molekiillere “substrat” adi
verilir. Enzimler son derece spesifiktirler ve sadece bir substrata veya ayni fonksiyon
gruba sahip olan substrat serisine kars1 etkinlik gostermektedirler. Hatta ayn1 maddenin
izomerlerinden sadece birisiyle etkilesen ¢ok spesifik enzimler de bulunmaktadir
(Tiziin 1997). Enzim molekiillerinde aktif bolge denilen 6zel bir alan bulunmaktadir.
Bu alan substratla {i¢ boyutlu bir yiizey olusturabilen aminoasit yan zincirlerine sahiptir.

Aktif bolge substrat1 baglayarak enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir.

Daha sonra enzim-substrat kompleksi, enzim ve triine donistirilir (Harvey and
Champe 2007). Her enzim molekiilii saniyede 100 ile 1000 substrat molekiliinii {iriine
¢evirme yetenegine sahiptir. Birim zamanda bir mol enzim tarafindan {iriine
dondistiirilen substratin molekiil sayis1 “turnover sayisi” olarak adlandirilmaktadir
(Harvey and Champe 2007). Katalaz enzimi 40.000.000 s-! ile en yiiksek turnover sayist
olan enzim iken, karbonik anhidraz enzimi 10.000.000 s-! ile en yiiksek ikinci turnover
sayisina sahip enzimdir (Biilbiil 2003; Soyiit 2006). Enzimler bir veya birden fazla
substrati etkilerken aktivite gosterebilmek igin bazi hallerde “kofaktér” adi verilen
gruplara ihtiya¢ duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi “koenzim” ad1 verilen
kompleks bir organik bilesikte olabilir. Kofaktére sahip enzimlere ‘“holoenzim”
denilmektedir. Kofaktorler enzimlere ligand baglariyla farkli kuvvetlerde tutunmus olup
diyaliz yoluyla enzimlerden uzaklastirilabilirler. Kofaktorii kendinden uzaklagmis enzim
aktivitesini kaybeder. Enzimin proteinden olusan kismima ‘“apoenzim” denilmektedir

(Goziikara 1997).
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Sekil 1.1. Substrat molekiiliinii baglayan aktif bolgeye sahip bir enzimin sematik olarak
gosterilmesi



Bir reaksiyonun gerceklesebilmesi icin reaksiyona giren maddelerin gerekli enerji
engelini (aktivasyon enerjisi) asacak enerjiye sahip olmalar1 gerekir. Aktivasyon enerjisi
diisiikse reaksiyon ¢ok hizli yiiriir. Bilindigi gibi katalizorler aktivasyon enerjiSini
diisiirerek reaksiyonlar1 hizlandirirlar. Enzimler de dahil biitiin katalizorler reaksiyona
maddelerle bir gecis hali olusturup serbest enerji degisimini azaltarak etkilerler.
Aktivasyon enerjisinin yarisina diisiiriilmesi bile reaksiyon hizimi ¢ok arttirir. Ornegin;
hidrojen peroksitin katalizorsiiz par¢alanmasi i¢in aktivasyon enerjisi 76 kj/mol iken

katalaz enzimi bu enerjiyi 30 kj/mol seviyesine diisiiriir.

1.1. Enzimatik Reaksiyonun Hizim: Etkileyen Faktorler

Bir enzimatik reaksiyonun hizim1 birden fazla etkileyen faktdr vardir ve bazilar

sunlardir:

e Enzim konsantrasyonu,

e Substrat konsantrasyonu,

* pH,

o [s1 veya sicaklik,

e Zaman,

o Isik ve diger fiziksel faktorler,

e lIyonlarin dogas1 ve konsantrasyonu,

e Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorler,

e Reaksiyon iiriinleri.

Enzim kinetigi icin 1913 yilinda Lenor Michaelis ve Maude Menten tarafindan
gelistirilen model Michaelis-Menten modeli olarak bilinir ve bugiin hala bir¢ok acidan
tatmin edici sonuglar vermektedir (Telefoncu 2007). Enzimlerin kinetik 6zellikleri
Michaelis-Menten esitliginde yer alan degerlerle ifade edilir. Bazi arastirmacilar 1902
yilinda Enzim-Substrat ile Enzim-Substrat kompleksi arasinda bir dengenin oldugunu
ileri stirmiislerdir. Daha sonra Michalies-Menten bu tanimi daha fazla genisleterek

bugiin kendi adlariyla anilan sabite ve esitlige ulasmislardir (Boyer 1970; Colowick and



Kaplan 1987). Bu denklemdeki Ky sabiti enzimin subsrata ilgisini ifade ederken, Vmax
enzimin katalitik aktivitesini gdsterir. Enzim aktivitesi "Enzim Unitesi" ile ifade edilir.
"Enzim Unitesi", 25°C'de ve optimal sartlarda 1 pmol subsrat1 bir dakikada iiriine
dontistiiren enzim miktar1 seklinde tanimlanir. Birim zamanin saniye oldugu uluslararasi
Olcli birimine gore, saniyede 1 mol madde doniisiimiine sebep olan enzime 1 katal
enzim denir. "Spesifik aktivite" 1 mg protein basina enzim initesi olarak
tanimlanmaktadir. Spesifik aktivite enzim safliginin bir Olgiisiidiir ve saflastirma
basamaklarinda maksimum ve sabit bir degere ulasmasi ile enzimin saf hale geldigi

anlasilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

V=Vnax[S)/Kmn+*[S]

Inhibisyon, déniisiimsiiz ya da doniisiimlii olmak {izere iki sekilde incelenir.
Déniislimsiiz inhibisyonda inhibitér enzime ya kovalent baglanir ya da zor ayrilabilen

bir kompleks meydana getirir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Dontistimli inhibisyonda enzim-inhibitor etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu
inhibisyon yarigmali, yarigmasiz veya yar1 yarismali olabilir. Yarigmali inhibisyonda
inhibitdr ile substrat enzimin ayni aktif bolgesine baglanmakta yarisirlar. Inhibisyon
etkisi, substrat konsantrasyonu arttik¢a azalmaktadir. Yarismali inhibisyonda Ky degeri
artar Vmax degismez. Yarigsmasiz inhibisyonda, inhibitér ile substrat enzimin farkl
bolgelerine baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan

bagimsizdir.

Bu inhibisyonda Vmax diiserken Ky degismez. Yar1 yarismali inhibisyonda, inhibitor ES
(enzim-substrat) kompleksine baglanir. Bu inhibisyonda Vmax Ve Ky azalir. Inhibitor
etkilerini genel olarak yarismali ve yarismasiz olarak kesin sinirlarla birbirinden
ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak karigik inhibisyon gozlenir (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).



Michaelis-Menten kinetiginden farkli olarak karsimiza ¢ikan allosterik enzim kinetigi;
sigmoidal grafikler gostermektedirler. Inhibisyon cesidinin ve ilgili K; sabitinin
belirlenmesi i¢in iki temel yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden en ¢ok kullanilan
Lineweaver—Burk egrisi (Sekil 1.2); 1/V’ye karst 1/[S] grafigi en az ii¢ farkli sabit
inhibitér konsantrasyonunda gizilerek kesim noktalarindan degerlendirmeler yapilarak
elde edilir. Bir diger yontem olan Dixon grafigi; en az iki sabit substrat
konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan hesaplanarak elde
edilir (Segel 1975; Telefoncu 1986; Gilbert 1992; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

VMax

Sekil 1.2. Lineweaver-burk grafigi



1.2. Serbest Radikaller

Yasamin siirdiiriilmesinde  biiyilk O6neme sahip kimyasal tepkimelerin bazi
basamaklarinda oksijen indirgenir ve reaktif oksijen tiirleri olarak ifade edilen ara
maddeler olusur. Reaktif karakterli bu tiir metabolitlerin olusumuna yol acan faktorlerin

tamami oksidan madde veya serbest radikal olarak tanimlanmaktadir.

Serbest radikaller bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii,
kararsiz, molekiil agirliklar1 diisiik, oldukc¢a reaktif molekiillerdir (Abdollahi et al.
2003).Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusur, ancak radikal
parcalayan antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan,
herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmaz. Organizmada serbest radikal olusturan dogal
olaylarin baglicalar1 mitokondrial elektron transportu, heksoz monofosfat yolu,
ksenobiotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu,
biyosentetik ve biyokimyasal yikim olaylaridir (Fridowich 1978; Ghosh and Myers
1998). Serbest radikal diizeyinin organizmada belirli bir denge igerisinde olmasi gerekir.
Serbest radikal dengesi hiicresel veya biyolojik kaynakli olarak bozulabilir. Bu
durumda, viicut sivilarinda ve hiicre membranlarinda bulunan ve antioksidan adi verilen
maddeler, serbest radikalleri notralize ederek organizmanin onlardan etkilenmemesini
saglamaktadirlar (Diindar ve Aslan 2000). Serbest radikaller etkiledigi atomun
dolayisiyla o atomun bulundugu maddenin gorevini yapamamasina sebep olur. Sonug
olarak, etkilenen maddenin biyolojik 6nemine ve onun tamir edilip edilememesine bagl
olarak 6nemli veya 6nemsiz kalic1 veya gecici etkiler gosterir. Serbest radikaller hem
normal metabolizmanin yan iriinii olarak, hem de toksik maddelerin etkisiyle

olusabilmektedir (Lee et al. 1998).

Reaktif oksijen tiirleri solunum ve bagisiklik sistemine bagli bazi hiicrelerde oldugu gibi
viicudun oksijeni normal kullanimi esnasinda da siirekli tiretilir. ROS siiperoksit anyon
radikali (O,"), hidroksil radikali (OH-) gibi serbest radikalleri; singlet oksijen (*Oy),
ozon (Ogz), hidrojen peroksit (H.0,), hipoklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO") ve
peroksinitrit (ONOQ") gibi serbest radikal olmayan tiirleri igerir (Giilgin 2010). Canlt



metabolizmasinda bu reaktif oksijen tiirleri fakli sekillerde meydana gelmektedir.
Normal aerobik solunum, polimorfoniikler 16kositleri, makrofajlar1 ve peroksizomlari
sitimule eder. Peroksizomlar hiicre tarafindan iiretilen ¢ogu ROS tiirliniin en 6nemli
endojen kaynagidir. ROS’un ekzojen kaynaklar1 ise sigara dumani, radyasyon, ¢evre

kirliligi, organik ¢oziiciiler, UV 1sinlar1 ve pestisitlerdir (Ak and Giilgin 2008).

ROS’un kontrolsiiz iiretimi ve dengesiz antioksidan mekanizmast bir¢ok hastalik
belirtilerinin yani sira erken yaslanmaylada sonuglanmaktadir (Giilgin 2008). ROS’un
fizyolojik konsantrasyonlar1 hiicrenin normal fonksiyonlar1 i¢in gerekli olabilir. Serbest
radikaller niikleik asitler, lipitler, proteinler, karbohidratlar ve doymamis yag asitleri
gibi 6nemli biyomolekiillere zarar verebilir (Giilgin 2010). Sonug olarak ROS’un sitma,
yasa bagl bagisiklik sistemi hastaligi, kalp hastaliklari, felg, ateroskleroz, diyabet ve
kanser gibi 100’den fazla hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir (Giilgin 2012).

1.3. Antioksidan Enzimler

Enzimler ¢ok yiiksek katalizleme giicine sahip protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Bir canlidaki parcalanma ve yapim (sentez) reaksiyonlarinin tiimi
enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle gergeklestirilmektedir. Bu tanima gore
de, enzimler canliligin olusumu ve devami igin elzem maddelerdir. Canli diginda da
aktivite gostermeleri enzimlerin dnemini bir kat daha artirmaktadir. Bugiin enzimler
gida, ilag ve kimya endiistrisinde dericilik, boya ve temizlik maddeleri iiretimi gibi 6zel
konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip, tarim, veterinerlik ve tekstil
endiistrisi alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. En 6nemli antioksidan enzimler;
stiperoksit anyonunu hidrojen peroksite doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD), organik
peroksitleri detoksifiye eden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve hidrojen peroksiti suya
indirgeyen katalaz (CAT)’dir. Bu endojen antioksidan enzimler serbest radikalleri
zararsiz hale getirirler. Boylece organizma serbest radikaller ve aktif oksijen tiirlerinden

etkilenmez (Arosio et al. 2000).



1.4. Peroksidazlar

Oksidorediiktaz smifina ait olan peroksidaz enzimi; yiikseltgenme-indirgenme
reaksyonlarini katalizleyen bir enzim grubudur. Bu enzim Uluslar Aras1 Biyoteknoloji
Dernegi (International Union of Biotechnology-IUB) tarafindan da EC 1.11.1.7
formunda kodlanmistir. Peroksidazlar, oksijenli solunum olusturan canli organizmalarin
hiicrelerinde bulunan H,O, molekiiler oksijen ve suya g¢evirerek hiicreyi bu molekiiliin
oksidatif etkisinden korurlar (Sisecioglu et al. 2010).Coklu molekiiler formlara ve genis
bir hiicre alti dagilimina sahip olan peroksidaz genleri, bitkilerde ¢ok sayida bulunur.
POD enzimleri hem grubu igeren metal proteinlerdir (Pandey et al. 2012).
Peroksidazlarin yiiksek sicakliktaki stabilligi ve aktivitelerinin basit kromojenik
reaksiyonlarla kolayca Olc¢iilmesinden dolay1 protein yapisi, enzim reaksiyonlar: ve
enzim fonksiyonu caligmalarinda model bir enzim olarak kullanilmaktadir (Hiraga et al.

2001).

Peroksidazlar tarafindan kataliz edilen reaksiyonun genel formiilii asagida verilmistir

(VanHuystee 1987).

HO, + AH, —ooK0aZ _ - op0 + A




Cizelge 1.1. Peroksidaz enzimlerinin siniflandirilmasi (Hiraga et al. 2001)

. . . Molekiiler Kiitle
Siiper Aile Enzim Kaynak (kDa)
Eosinophill
Peroksidaz Hayvan 50-75
Laktoperoksidaz Hayvan 78-85
Hayvan Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Peroksidazlari
Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110
Glutatyon Peroksiaz Hayvan, Bitki 6-22, 75-112
Prostaglantin
endoperoksit Sentaz g van 115-140
Katalaz Katalaz pletyvan 8 140-530
Mantar, Maya
Sitokrom ¢ .
Bitki Peroksidazlar Peroksidaz Maya, Bakteri 32-63
(Smf 1) ? .
Katalaz Peroksidaz Bakteri Mantar 150-240
Bitki Askorbat
Peroksidazlari Peroksidaz Bitki 30-58
(Smuf IT)
FI:Q?QESZZ\ZZ Mantar 43-49
Bitki
Peroksidazlari Ligninaz Mantar 40-43
(S 1ID) Peroksidaz Bitki 28-60
(POD)

Metabolizma sirasinda olusan, oksitleyici 6zelligi olan H2O;,’nin ortamdan hizli bir
sekilde uzaklastirllmasi islevi hiicrede antioksidan 0Ozellik gosteren katalaz ve
peroksidaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir (Halliwell 1984). Aromatik molekiiller
peroksidazlar tarafindan substrat olarak kullanilirken metabolizmada meydana gelen
hidrojen peroksiti suya indirgeyerek zararsiz hale doniistiirtirler (Kampis et al. 1984,

Robinson et al. 1987). Bu reaksiyonlara katekoliin oksidasyonunu ornek olarak

verilebilir.




10

HO OH

pop A A
R+

Sekil 1.3. Peroksidazin katekol substratini kullanarak hidrojen peroksiti giderme
reaksiyonu

Peroksidazlar, H,O, molekiilii kullanarak inorganik ve organik substratlarin
oksidasyonunu katalizlerken, hidrokinonlar, fenoller, hidrokinonid aminler gibi fenolik
ve fenolik olmayan c¢ok miktarda molekiliin dehidrogenasyonunu da katalizlerler.
Ayrica bu bilesikler arasinda 2-toluidin, 2-kresol, pirogallol, guaiakol, 4,4'-diamino
difenilen amin, l6komalasit yesili, propiyonil promozin, o-tolidin, benzidin, di-o-
anisidin ve bazi azo-boya cesitleri bilinmektedir (Fortea et al. 2011; Fodil et al.
2012).Peroksidazin  bulundugu sartlarda substrat olarak kullanilan guaiakoliin
yiikseltgenme mekanizmasi yapilan caligsmalar sonucunda a¢iga kavusturulmus ve
guaiakoliin 3,3-dimetoksi-4,4 bifenokinona yiikseltgendigi tespit edilmistir (Doerge et
al. 1997).

(8
S
OH o o (\ .
.. Peroksidaz
@’ “CH; — = @/O*c'm - @/‘U*c.‘lh
Guaiakol Ha02 H0 ;
H,C-0 H5C-0 H4C-0)
H
UU - Hr:}:_rH = Q Q o
. . H
O-CH; 0O-CH; -CHa
3 3 -dimetoksi
3.3 -dimetoksi-4 4"-bitenokinon 4 4'-dihidroksibilenil

Sekil 1.4. Guaiakol substratinin peroksidaz enzimi tarafindan guaiakolun renkli
oksidasyon iiriinlerine ¢evrilme mekanizmast
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Guaiakoliin substrat olarak kullanimi, ilk kez 1809’da biyomateryallerde yapilan renk
reaksiyonuyla gerceklesmistir. Bayir turpundan saflastirilan enzimle peroksidaz

teriminin kullanilmasi1 bundan 100 y1l sonra gergeklesmistir (Van Huystee 1987).

Peroksidaz enziminin reaksiyon Kkatalizleme mekanizmasi, hidrojen peroksitin
indirgendigi ve guaiakol substratinin yiikseltgendigi reaksiyonlar ile ii¢ basamakta

gerceklesir (Sekil 1.5).

f N
O{ §OMe
HO OMe
ks H,0
(0}
I 1
k
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o OH
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Sekil 1.5. Guaiakol substrati varliginda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme
dongiisii

Yukarida belirtilen mekanizmanin ilk basamaginda peroksidaz enzimi, Fe(IV) iceren
porfirin katyon radikali olan bilesik I’1 olusturmak i¢in peroksitin bir ekivalentiyle
reaksiyona girer. Bu bir redoks reaksiyonudur. Bu reaksiyonda H,O; suya indirgenirken
enzim ise yiikseltgenmektedir. Ikinci adimda bilesik I ortamdaki guaiakol substratindan
bir proton alarak Fe(IV) haline indirgenirken, substrat bir proton kaybederek radikal
haline doniisiir. Bunun sonucunda olusan bilesik II oksiferril bir merkeze sahip bir
porfirindir. Son basamakta ise bilesik Il ortamdaki substrattan tekrar bir proton alip
indirgenerek ilk durumuna geri doner. Ayrica ortamda olusan radikalik substratlar

birbirleriyle etkileserek polimer hale doniistirler (Veitch 2004).
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Peroksidazlarin 6nemli rol oynadigi hayvanlar, mikroorganizmalar ve bitkilerde
peroksidaz aktivitesi tespit edilmistir. Hidrojen peroksiti ya da diger peroksitleri
kullanarak ¢esitli substratlarin oksidasyonunu katalize eder. Peroksidazlar hiicre igi
bosluklarda, plazmada, hiicre i¢i cisimciginde ve hiicre duvarinin i¢inde veya disinda
bulunabilir. Hiicre i¢inde bulunan enzim hiicre duvart bilesenlerine iyonik ya da
kovalent olarak baglanir (Belcarz et al. 2008). Peroksidazlarin substrat ilgisi, spesifik
aktivite, kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH gibi biyokimyasal
Ozellikleri farkli olan ¢ok sayida izoenzimi vardir (Fric 1976). Baz1 izozimler yapisal
olarak ifade edilirken bazilar1 bitki yapisi ve gelisiminde 6nemli yer tutar. Bu enzimler
bitki hiicre bdlmelerinde izoenzimlerin varligi ile belirtilmis c¢esitli fonksiyonlara

sahiptirler (Vitali et al. 1998).

Peroksidazlar, bitkilerin gelisimi ve strese karsi olan cevabi, bitkilerin bitytimesindeki
hormonal diizenlenme, hiicre duvari metabolizmasi, oksidasyon defansinda hiicrelerin
cevabi gibi bir¢ok hiicresel siiregte rol oynamaktadir (Jouili et al. 2011). Ayrica,
peroksidazlar biyotik ve abiyotik stresleri gosteren bir biyolojik belirte¢ olarak kabul
edilmektedir. Bu enzimler ¢imlenmeden yaslanmaya kadar bir¢ok fizyolojik olayda rol
oynar (Morohashi 2002). Fenolik bilesik oksidasyonu (Fry 2004), hiicre uzamasi
(Liszkay et al. 2004), reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerinin metabolizmasi
(Almagro et al. 2009), fitohormon metabolizmasi (Cosio and Dunand 2009), hiicre
duvarlar1 bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi ve hiicre duvarmin sertliginin kontrolii,

suberin ve lignin olusumunda gorev alir (Passardi et al. 2007; Marjamaa et al. 2009).

Ayrica sebze ve meyvelerin yetisme donemleri siiresince indoleasetik asit miktarinin
ayarlanmasi, bitkilerde hiicre duvar proteinlerinin baglanmasi ( Fry 1986; Agostini et al.
1997), savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991) lignin biyosentezi (Duarte
et al. 2000), hormonal faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993) ve oksidatif stres
(Hiraga et al. 2001) gibi olaylarda etkilidirler. Ayrica mikroanalitik uygulamalarda
tercih edilir (Kwak et al. 1996). Bitkilerde, hasarli veya enfekte dokular da fiziksel
savunma mekanizmasina (Biles and Martyn 1993) katkida bulunmaktadir.

Peroksidazlar, klinik biyokimyada ve enzim immiinolojik testlerinde yaygin olarak
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kullanilir (Vamos-vizago 1981; Lin et al. 1996). Peroksidazlarin bazi yeni
uygulamalari, Ornegin endiistriyel atiklar ve gida maddeleri gibi materyallerden
peroksitlerin uzaklagtirilmasi, ¢esitli aromatik kimyasallarin sentezi, fenolik bilesenler

igeren atik sularin iyilestirilmesi gibi 6neriler de igermektedir (Agostini et al. 2002).

Klasik salgi bitki peroksidazlari (Siif III), hiicre uzamasi, hiicre duvar1 yapi ve
farklilagmasi yanisira degisik bitki patojenlerine kars1 savunmada gorev alan bitki salgi

glikoproteinleridir (Zamocky and Obinger 2010).

Gol, nehir suyu gibi ham igme suyu kaynaklari, toksik alifatik ve aromatik kirleticiler
(fenol ve fenolik bilesenler) tarafindan kontamine olabilir. Bunlar toksik oldugu igin
insan sagligina potansiyel tehlike sunmaktadir ve bunlarin ¢ogunun kanserojen oldugu
diisiiniilmektedir. Bu aromatiklerin konvansiyonel su aritma tesislerinde biyo
¢oztiniirligi kolay degildir (Kim et al. 2006). Toprak, endiistriyel atiklar, camur ve atik
sulardan fenolik bilesenlerin uzaklastirilmasi igin ¢esitli kimyasal, mikrobiyolojik ya da
enzimatik yontemler gelistirilmistir. Ozon tedavisi gibi kimyasal yontemler, ¢ok
pahalidir ve bazi1 toksik kloro-organik bilesiklerin artmasina (klorin oksidasyonu) neden
olabilir ki bu da fenolik bilesiklerin kendisinden daha tehlikelidir. I¢cme suyu
mikrobiyolojik isleme karsi giivenli degildir. Ciinkii hastalik {ireten bakteri ve diger
mikroplarin viicuda girisine neden olabilir. Bu yiizden enzimatik metodlar, igme suyu
kaynaklarindaki toksik aromatik bilesenleri uzaklastirmak igin yeni ve iyi bir opsiyon
olmaktadir. Horseradish ve diger bitki kaynaklarindan peroksidazin izolasyonu
mikrobiyal kaynak {irtinlerinden daha ucuzdur. Bu nedenle bitki peroksidazlari sularin
iyilestirilmesini de igeren ¢ogu ticari uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (Lavery et al.
2010).

1.5. Afinite Kromatografisi

Biyokimya arastirmalarinda ayirma teknolojisinin vazgegilmezlerinden olan afinite
kromatografisi, hemen hemen biitiin biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlarini veya

0zellesmis kimyasal yapilarini esas alarak saflastirma yapmay1 miimkiin kilar.
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Afinite kromatografisi bir tiir adsorbsiyon kromatografisidir. Saflastirilmasi istenen
molekiiliin, matriks adi verilen bir kolon materyaline kovalent olarak immobilize
edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligant) spesifik ve tersinir olarak
baglandig1 bir tekniktir. Saflagtirma ¢ogu zaman bir kag bin kat olur ve hazirlanan aktif
materyalin geri kazanilmasi olasilifi genelde cok yiiksektir. Diger tekniklerle ¢ok
basamakli iglemler gerektiren, cok zaman alan, hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bir¢cok
biyolojik materyalin, bu teknikle bir tek basamakta ayrimi gergeklestirilir. Afinite
kromatografisinin konsantre edici 6zelligi de vardir; bundan dolay1 biiyiik hacimlerle de
caligmayr miimkiin kilmaktadir. Ayrimlarin yiiksek seciciligi, birbirini etkileyen
molekiillerin dogal spesifitesinden kaynaklanir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu
sebepten dolay1 afinite kromatografisi saflastirma calismalarinda halen Onemini

korumaktadir. Afinite kromatografi su amaclarla kullanilabilir:

e Kompleks biyolojik karisimlardan tek bir maddeyi saflastirmak igin,
e Bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden dogal sekillerini ayirmak igin,
e Kirletici biiyiik miktarlardaki madde karigimlarindan kiiciik miktardaki biyolojik

materyalleri ayirmak i¢in.

Basarili bir ayirim, biyospesifik ve matrikse kovalent baglanabilecek bir ligand
gerektirir. Afinite kromatografisi kullanilarak spesifik ve yiiksek verimde bir ayrim

yapabilmek i¢in su iki husus ¢ok 6nemlidir;

e Immobilize edilen ligandin numune i¢in spesifik baglanma afinitesinin olmas,
o Safsizliklar uzaklastirildiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli

desorpsiyonu i¢in kullanilabilir bir yontem bulunmasi gereklidir.



15

2. KAYNAK OZETLERI

Bitkisel kaynakli peroksidaz enzimi; at turpu, salgam, ananas, brokoli, incir, baklagiller,
karaturp, 1spanak ve patates gibi yiiksek bitkilerde, mayalarda, mantarlarda ve
bakterilerde bulunmaktadir. Memelilerdeki peroksidaz enzimleri ise siitte, karacigerde,
dalakta, uterusta, tiikriikk bezlerinde, akciger duvarlarinda, sitoplazmada, mitokondride,

mikrozom ile lizozomlarda lokalize olmuslardir (Piitter and Becker 1987).

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

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

peroksidaz enzimi elektroforetik homojenlik i¢in saflagtirilmigtir (Saraiva et al. 2007).

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

and Yildirim 2005).
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Belcarz et al. (2008) peroksidaz enzimini lahanadan kismen saflagtirmis ve izole
etmistir. POD i¢in optimum pH 6,0 bulunmustur. POD i¢in optimal sicaklik 40°C olarak
bulunmustur. Peroksidazlar 4°C’de 4 hafta depolanma siiresince tamamiyla aktivite
gostermektedir ki, ABTS (0,0377 ve 0,0625 mM) ve o-dianisidin (0,357 ve 0,286
mM)’e ait Ky, degerleri i¢in guaiacol (6,41 ve 13,89 mM)’den daha diisiik degerlere
sahiptir (Vitali et al. 1998). POD enziminin saflagtirildigi bu ¢alismalara 6rnek olarak
karalahanadan (Giilgin and Yildirnm 2005), brokoliden (Tipawan and Barrett 2005;
Koksal and Giilgin 2008), 1spanak yapraklarindan (Koksal 2011), bamyadan
(Yemenicioglu et al. 1998), tiitinden (Gazaryan and Lagrimini 1996), arpadan
(Kristensen 1999), 1sirgan otundan (Giilgin 2002), lahanadan (McLellan and Robinson
1987), yesil bezelyeden (Halpin et al. 1989; Lee and Klein 1990), pamuktan (Triplett
and Mellon 1992), tatli patates yumrularindan (Leon et al. 2002), biiriiksel lahanasindan
(McLellan and Robinson 1987), domatesten (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet
1982), havugtan (Nair et al. 1996), portakaldan (Clemente 1998), kavundan (Rodriguez
et al. 2000), hurma yapraklarindan (Deepa and Arumughan 2002), ¢ilekten (Civello et
al. 1995), at turpundan (Lavery et al. 2010), misirdan (Mika et al. 2008), ¢avdar
yapraklarindan (Murakami et al. 2007), zeytinden (Saraiva et al. 2007) ve papaya
meyvesinden (Pandey et al. 2012) yapilan saflastirma ¢alismalar1 verilebilir.

Peroksidaz ve polifenol oksidaz enziminin birbirleriyle olan iligkisiyle ilgili ¢alisma
yapmiglardir. Bu calismada kestane ¢ekirdeginden ilgili enzimler saflastirilmistir. PPO
ve POD enzimleri, DE-52 anyon-degisim kromatografisi teknigiyle amoniyom siilfat
(30-80 g/100mL aras1) ¢oktiirmesi yapilarak enzimlerin aktiviteleri PPO ve POD i¢in
sirasiyla 4,6 ve 9,52 kat artirdigini bulmuglardir. PPO ve POD enzimlerinin spesifik
aktiviteleri ise sirastyla 1,375 ve 16,500 EU/mg protein olarak bulunmustur. SDS
PAGE yontemini kullanilarak PPO ve POD enzimlerin molekiiler kiitlesi sirayla 32,5
kDa ve 30,3 kDa olarak bulunmustur. Bu enzimler katekol ve 2-hidroksi fenol
substratlarimi kullanarak iki enzim i¢in optimum pH degeri 7,0; optimum sicaklik degeri
ise saflastirllmis PPO ve POD enzimleri icin sirasiyla 40°C ve 50°C olarak
bulunmustur. Bu ¢alismada PPO enzimi igin katekol en yiiksek aktiviteyi gostermistir

(Gong et al. 2015).
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Enzim saflastirma ve karakterizasyon c¢aligsmalarinda karaturp, salgam ve diger bitki
cesitleri lizerinde de birgok c¢aligma mevcuttur. Bu anlamda Tiirk karaturpundan
(Raphanus sativus L.) peroksidaz enzimi (Sisecioglu et al. 2010), japon turpu
(Raphanus sativus L.) koklerinden askorbat peroksidaz enzimi (Ohya et al. 1997)
saflagtirilarak karakterize edilmistir. Karalahanadan (Brassica oleracea) POD enzimini
iic kromatografik adimda 43805 (EU/mg) 33,5 kat ve %33 verimle (Giilgin 2005),
karnabahardan POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 466987,9 (EU/mg) 19,33 kat ve
%0,2 verimle (Koksal and Giilgin 2008) saflastirilmistir. Kirmizi lahanada afinite
kromotografisini kullanarak 120 kat ve %2.9 verimle (Somtiirk et al. 2014). Yabani
sinamekinden peroksidaz saflastirilmistir (Vitali et al.1998). Marul mahsiiliinden elde
ettigi peroksidaz enzimi, Sefadeks G-100 jel filitrasyonu, DEAE - iyon degisimi ve
Triton X-114 igindeki faz ayrimi, sicakligin bir kombinasyonu yoluyla kismen
saflagtirillmistir (Mdluli et al.2005). Kavun meyvesinden kismen kavun peroksidazi
anyon-degisim kromotografisi yoluyla kismen saflastiriimistir (Rodriguez et al. 2000).
Hurma yapragi yagindan elde edilen peroksidaz (POD) enzimi, amonyum siilfat
coktiirmesi, anyon degisim kromatografisi ve molekiiler dislama kromatografisi yoluyla

saflagtirillmistir (Deepa et al. 2002).

Karaturpun (Raphanus sativus L.) disinda diger turp gesitleri ile ilgili yapilmis birgok
caligma bulunmaktadir. Bu caligmalardan ilki, antioksidan enzimlerin turp (Raphanus
sativus L.) dokularindaki kadmiyuma verdigi tepkilerin incelenmesidir (Vitoria et al.
2001). Cin turpunun (Raphanus sativus L.) besin kalitesi arastirilmistir (Zhao-liang et
al. 2008). Turp (Raphanus sativus L.) i¢indeki arsenatin alinimi, taginimi ve dontigimii
arastirilmistir (Smith et al. 2008). Baska bir ¢alismada ise Avusturalya’da farkli
sezonlar icinde yetistirilen beyaz turpun (Raphanus sativus L.) keskinlik seviyeleri
incelenmistir (Coogan et al. 2001). Jing ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ¢in
kirmiziturp (Raphanus sativus L.) koklerinde antosiyanin ve glukosinolat olusumu
arastiilmistir (Jing et al. 2012). Diger bir calismada ise Ispanyol karaturpunun
(Raphanus sativus L.) sulu ekstraktinin detoksifikasyon 6zelligi incelenmistir (Hanlon
et al. 2009).
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Peroksidaz iizerine yapilan en son saflagtirma yonteminde ise afinite kromotografisinde
4-amino benzohidrazid ligand olarak kullanilmistir (Kalin et al. 2014). Yapilan
calismada salgam ve karaturptan peroksidaz enziminin tek basamakta saflastirilmasi
gergeklestirilmistir. Karaturp i¢in 40,3 kat saflastirma ve %10,6 verime; salgam i¢in ise

269,3 kat saflastirma ve %9 verime ulasilmistir (Kalin et al. 2014).

Literatiirlerden ozetle goriilecegi gibi; bitki peroksidazlarinin saflagtirma yontemleri
izerine birkag¢ 6rnek harig, en az iki kromatografik yonteme basvurulmus ve sadece tek
bir bitki i¢in spesifik kullanilmistir. Yine bu ¢aligmalardan goriilecegi gibi saflastirma
verimleri yiizde 02 — 70 arasinda degismektedir. Aromatik bir hidrazin kullanilarak
karaturp ve salgam POD enziminin tek basamakta saflastirilmasi ise sadece tek bir
literatiirde gosterilmistir. Literatiirde birden fazla bitki peroksidazini saflastiracak ne
yeni bir afinite jeli, ne de yeni bir ligand molekiilii iizerine bir c¢alismaya
rastlanilmamaktadir. Var olan c¢aligmalarda ise saflastirma katsayisi ve % verim ticari

kullanima uygun degildir.

2.1. Calismanin Amaci

Bitki peroksidazlar1 tizerine bir¢ok saflagtirma prosediirii vardir. Daha Onceki
caligmalarda 4-amino benzohidrazid peroksidaz inhibitérii olarak bulunmus ve afinite
jeli hazirlanarak enzimin saflastirilmasi yapilmistir. Bu tez kapsaminda ise enzimin
aktivitesi lizerine 3-amino benzohidrazid, 3-amino 5-metil benzohidrazid, 5-amino 2-
metil benzohidrazid, 3-amino 4-nitro benzohidrazid ve 3-amino 2 metil benzohidrazid
molekiillerinin  inhibisyon kinetikleri c¢alisildi  ve inhibisyon etkisi gdsteren
benzohidrazid tiirevlerinden afinite jelleri hazirlandi. Afinite jellerinden peroksidaz
enzimi karaturp saflastirilarak Onceki ¢aligmalardaki sonuglarla mukayesesi yapildi.
Peroksidaz enziminin daha yiiksek verimle saflagtirilmasi amaciyla bulunan yeni bir
benzohidrazid tiirevi karaturp peroksidaz enzimlerinin saflastirilmasinda yeni bir
yontem olarak sunuldu ve diger bitki peroksidaz enzimlerinin saflagtirilmasina da 11k

tutacak kapasiteye sahip oldugu belirlendi. Karaturp POD saflagtirma caligsmalarimizin
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tek basamakta ve uygun maliyette olmasi ticari bir kullanim potansiyeli ortaya ¢ikardi.

Bu tez kapsaminda;

3-Amino benzohidrazid afinite jeli kullanilarak karaturp peroksidaz enzimi saflastirildi,
daha sonra saflastirilan peroksidaz enzimi iizerine sentezledigimiz 3-amino
benzohidrazid ve tlirevlerine inhibisyon caligmalar1 yapildi. Bu molekiillein K; 1Cso
degerleri ve inhibisyon tipleri belirlendi. Inhibisyon gosteren molekiillerin Sepharose-

4B matriksi kullanilarak afinite jelleri hazirlandi.

Hazirlanan afinite jellerinden karaturp peroksidaz enzimi saflastirildi ve daha dnce
saflastirilan 4 —amino benzohidrazid afinite kolonu ile mukayese edildi. En iyi kolon

icin kolon kapasitesi parametresi ¢alisildi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, Guaiakol, Standart serum albumin, Sodyum
asetat, N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), Diyaliz torbasi, Sodyum karbonat,
3-amino benzohidrazid, Hidrojen peroksit, Formaldehit, Sodyum tiyosiilfat, Sodyum
kloriir, Glutaraldehit, N,N'-metilen bisakrilamid, Akrilamid, Coomassie brillant blue G-
250, Coomassie brillant blue R-250, Sodyum bikarbonat, Brom timol mavisi, Gliserol,
Tirozin, Trihidroksimetilaminometan (Tris), Etanol, Metanol, Dikloro metan, Etil
asetat, Sodyum Nitrit, %64 Hidrazin monohidrat, Sigma Chemical Company’den;
Sodyum siilfat, Sodyum dodesilsiilfat (SDS) Sodyum perklorat, Sodyum azotiir, Glimiis
nitrat, Hidroklorik asit, Siilfirik asit, L-Tirozin, Fosforik asit, izoproponal E. Merk
AG’den; Potasyum fosfat, Sodyum hidroksit, Triklor asetik asit (TCA) Riedel de
Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN Biomedicals. inc.’den 3 amino
benzohidrazid,5-amino 2-metil metilbenzoat, 3-amino 5-metil metilbenzoat, 3-amino 4-
nitro metilbenzoat, 3-amino 2-metil metilbenzoat Fluorochem firmasindan temin

edilmistir.
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Caligsma siiresince asagidaki alet ve cihazlar kullanildi.

Spektrofotometre
Saf su cihazi
Karstiricr (Shaker)
Sogutmali santrifiij
Elektroforez tanki
Peristaltik pompa
Karstiricr (Vorteks)
Hassas terazi

pH metre

Otomatik pipet

Gli¢ kaynagi

NMR

Calkalayici
Magnetik karistirict
Afinite kolonu

Su banyosu

Kar makinesi
Buzdolaplar1

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)
Rotary Evaparator

Ultraturaks

: Shimadzu UV 1800

: Barnstead Easy Pure UV/UF
: IKA KS 130 basic

: Hermle Z 323 K(Germany)

: Bio rad (dikey)

- [smatec

: Fisons whirli-mixer

: Denver Instrument

: Mettler Toledo Seven Compact
: Eppendorf

: 1-Bio Rad Power Pac 3000

: Bruker 400 MHz

: Midi Dual 14

: WiseStir MSH-20A

: Sigma

: Niive

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: Samsung

: Samsung

: Sanyo Ultra Lo

: Heidolph

: Heidolph SilientCrusher M
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3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Tez kapsaminda yapilan biyokimyasal calismalarda kullanilan g¢ozeltilerin kullanim
yerleri ve hazirlanis sekilleri asagidaki gibidir. Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan

su, saf sudur.

Kolon materyali sentezinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye L-Tirozin kenetlendirilmesi
reaksiyonunda: 0,1 M NaHCO3 (pH 9,0) ¢6zeltisi kullanildi: 1,68 g (0,01 mol) NaHCO;
150 mL suda ¢oziildii, 1 M NaOH ile pH 9,0 oluncaya kadar titre edildi ve toplam
hacim suyla 200 mL’ye tamamlandi.

2. Sepharose-4B-L-Tirozin kolon materyaline 3-amino benzohidrazid tiirevlerinin
kenetlendirilmesi isleminde: 0,2 M NaHCO3; (pH 8,8) ¢ozeltisi kullanildi: 0,42 g (0,005
mol) NaHCO3 25 mL suda ¢6ziildii, 1 M NaOH ile pH 8,8 oluncaya kadar titre edildi ve

toplam hacim suyla 50 mL’ye tamamlandi.

3. Sepharose-4B-L-Tirozin-3-amino (R1, R2) benzohidrazid afinite jellerinin yikanmasi
isleminde: 10 mM NaH,P0, pH 6,8 kullanildi. 3 g (0,025 mol) NaH,PO,4, 200 mL
destile suda ¢oziildi. 1 M HCI ile pH 6,8'e kadar titre edildi, toplam hacim suyla 250

mL’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler:

1. Afinite kolonlarinin dengelenmesinde: 10 mM NaH,PO,4 (pH 6,8) kullanildi. 2,84 g
(1.10'1 mol) NaH,PO,, 1800 mL suda ¢6ziildii. 1 M HCI ile pH 6,8'e kadar titre edildi,

daha sonra toplam hacim suyla 2 L’ye tamamland1
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2. Afinite kolonlarmin yikanmasinda: 25 mM NaH,PO, (pH 6,8) tamponu kullanildi.
2,84 g (1.10% mol) Na,HPO, 750 mL suda ¢éziildii. 1 M HCI ile pH 6,8'c kadar titre

edildi, daha sonra toplam hacim suyla 800 mL’ye tamamlandi

3. POD enziminin eliic edilmesinde: 1 M NaCl igeren 25 mM NaH,PO, (pH 6,8)
kullamldr. 11,7 g (2.10™ mol) NaCl 150 mL suda ¢éziildii. 1,42 g (1.10% mol) Na;HPO,
cozeltiye ilave edilip ¢oziinmesi saglandi. 1 M HCI ile pH 6,8'e kadar titre edildi, daha

sonra toplam hacim suyla 200 mL’ye tamamlandi.

Homojenat hazirlamada kullanilan c¢ozelti

1. Karaturpdan homojenat elde edilmesinde: 0,3 M KH,PO, (pH 7,0) tamponu
kullanildi. 12,24 g KH,PO4, 260 mL suda ¢oziildii. 1IN NaOH ile pH 7,0’¢ kadar titre

edildi, daha sonra toplam hacim suyla 300 mL’ye tamamlandi.

Aktivite Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. POD enzimi aktivite 6l¢iimiinde: 0,1 M KH,PO4 (pH 6,0) tampon ¢6zeltisi kullanildi.
4,08 g KH,POy4, 260 mL suda ¢oziildii. LN NaOH ile pH 6,0’¢ kadar titre edildi, daha

sonra toplam hacim suyla 300 mL’ye tamamlandi.

2. Substrat ¢ozeltisi: 45 mM Guaiakol ¢ozeltisi kullanildi. 1494 pL guaiakol alinarak

son hacim 300 mL’ye tamamlandi.

3. Substrat ¢ozeltisi: 22,5 mM H0, ¢ozeltisi kullanildi. Yogunlugu 1,11 g/mL olan
%30°luk H2O,’den 684 pL aliarak suyla 300 mL’ye tamamlandi.
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Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanmilan ¢ozelti

Proteinlerin kantitatif tayininde Coomassie brillant blue G-250 reaktifi kullanildi. 50 mg
Coomassie brillant blue G-250, 25 mL %95’lik etanol igerisinde ¢6ziildii, bu ¢ozeltiye
%95°1ik 50 mL fosforik asit ilave edildi ve ¢6zeltinin hacmi saf su ile son hacim 500

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

Lowry yontemiyle protein tayini icin kullanmilan cozelti

Bakir reaktifi;%0,5 CuSO4.5H,0 ve %1 sodyum-potasyum tartaratin 1,0 mL’si %2
sodyum karbonat ihtiva eden 50 mL 0,1M NaOH i¢ine katilarak hazirlanir.Protein
¢ozeltisi(0,5mL), 5,0 mL alkali bakir reaktifine katilir ve ¢ozelti 10 dk inkiibe
edilir.Daha sonra 0,5mL Folin-Ciocalteu fenol reaktifi (1:1 oraninda saf suyla
seyreltilmig) hizlica katilir ve karistirilir.Bu ¢ozelti 30 dk inkiibe edilir ve absorbansi

660 nm ‘de Olgiiliir. Hazirlanan ¢6zelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforezde kullanilan cozeltiler:

1. 1 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8): 36,3 g Tris, 260 mL suda ¢oziildii. 1 M HCl ile pH

8,8'e ayarlanip, toplam hacim suyla 300 mL'ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8): 36,3 g Tris, 260 mL suda ¢6ziildi. 1 M HC1 ile pH

6,8'e ayarlanip, toplam hacim suyla 300 mL'ye tamamlandi.

3. Numune tamponu: 1,3 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 6 mL %10'luk SDS ve 3 mL
%100'lik gliserin, 2 mL 0,1'lik brom timol mavisi karistirilarak, son hacim su ile 20
mL'ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu tampona kullanmadan 6nce 1000 pL numune

tamponunda 50 pL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.
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4. Yirtitme tamponu: 4,53 g Tris ve 22,53 g glisin, 1250 mL suda ¢dziildii. Daha sonra
bunun iizerine 15 mL %10'lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 1500 mL'ye

tamamlandi.

5. Coomassie brillant blue boyasinda kullanilan ¢6zeltiler;

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

karistirtlmasiyla hazirlandi.

b. 0,66 g coomassie brillant blue R-250'nin 120 mL metanolde ¢oziinmesi ve bunun

tizerine 24 mL saf asetik asit ile 120 mL destile suyun ilavesiyle hazirlandi.

Giimiis boyamada kullamilan c¢ozeltiler

1. Stabilizasyon ¢ozeltisi: 120 mL su, 60 mL %96°lik etanol, 20 mL asetik asit’in
karistirilmasiyla elde edildi.

2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 14,4 g sodyum asetat, 135 mL etanol ve 240 mL saf su
kanistirilip, pH 6,0"ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 450 mg sodyum tiyosiilfat, 9 mL
glutaraldehit eklenip su ile 450 mL"ye tamamlandi.

3. Boyama c¢ozeltisi: 300 mg glimiis nitrat, 300 mL suda ¢oziiliip iizerine 90 pL

formaldehit eklenmesiyle hazirlandu.

4. Yikama Cozeltisi 1: 11,25 g sodyum karbonat, 810 mL suda ¢oziildii ve iizerine 360
pL formaldehit ilave edildi.

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 1 ml gliserin ve 250 ml’lik % 5°1ik asetik asitten karistirilarak

hazirlandi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde toplanan biitiin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Bu metod protein yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip
amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV isinlarim

absorblamalari esasina dayanmaktadir (Segel 1968).

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

Olcldii.

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Homojenattaki ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein
miktarlar1 Bradford metoduna gore belirlendi. Negatif yiike sahip olan ve protein
tizerindeki pozitif ylike baglanan Coomassie Brillant Blue G-250 bu yontemde boya
olarak kullanildi. Bu boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formu
mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Bu
yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti oldukca azdir (1-100 pg arasi). Tayin
islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1gir albumin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL
konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamland1 ve 4,9 mL Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.
Kor olarak protein numunesinin i¢inde bulunmadigi tampondan, 6l¢iim i¢in ise 0,1 mL
protein ¢ozeltisi ve 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 c¢ozeltilerinden olusan

karigimlar kullanildi. Elde edilen sonucglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg
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protein degerleri standart grafik haline getirildi. Saflagtirmanin her asamasinda
ortamdaki protein miktarini belirlemek i¢in enzim numuneleri {i¢ ayr1 tiipe 100, 250 ve
500 pl alinarak iizerlerine sirasiyla 4,9, 4,75, 4,5’er mL renklendirme reaktifi eklendi.
Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 595
nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem {ii¢ defa tekrarlanarak ii¢ ayr1 6l¢imiin
aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten protein miktarlari belirlendi. (Bradford
1976).

3.2.2. Karaturp Peroksidaz aktivitesi tayini

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

et al. 2010).

OH H;CO,
oCH; __POD__
o, + 2 oL )< o+ 2o
OCHj;
Guaiakol 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin ylikseltgenme mekanizmasi

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

kullanilarak ol¢iildii.

Karaturp Peroksidaz enziminin aktivitesini tayin etmek i¢in asagidaki formiil kullanildi.
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A= ¢eb.c c=A/ebV =c.D¢

A = Absorbans (3 dakika sonunda okunan absorbans)
b = Is18in gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/mL)

& = Ekstinksiyon kat sayis1 (5000 M x cm™)

D+ = Seyreltme katsayisi

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

Substrat olarak guaiakoliin kullanildigi enzim saflastirma islemlerinde saflagtirma
basamaklarinin enzim aktivite Olglimii sonuglart icin; 1 enzim {initesi 20°C’de 1
dakikada 1 pmol guaiakol’in oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak

tanimlanmustir.

3.3. Karaturp Peroksidaz Enziminin Saflagtirilmas1 Calismalari

3.3.1. Ligand secimi

Karaturp enzimi saflastirmak amaci ile 3-Amino benzohidrazid satin alindi. Ayrica 5-
Amino 2-metil metilbenzoat, 3-Amino 5-metil metilbenzoat, 3-Amino 4-nitro
metilbenzoat, 3-Amino 2-metil metilbenzoat maddeleri de satin alindi ve bu dort
molekiiliin hidrazin formlar1 tarafimizca sentezlendi. Bu molekiillerin ligand olarak
kullanilabilirligi incelendi. Inhibisyon calismalar1 yapildi. Sentezlenen bu molekiiller
diazonyum tuzu olusturabilecek yapida olduklarindan dolayr karaturp’un afinite

kromatografisi ile saflagtirilmasinda kullanildu.
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o 0
N2 H,N i NH N N2
H 2 N/ 2 H
H
NH,
3-Aminobenzohidrazid 5-Amino-2-metilbenzohidrazid 3-Amino-5-metilbenzohidrazid
O o)
HoN N NH2 H,N N NHz
H H
O5N
3-Amino-4-nitrobenzohidrazid 3-Amino-2-metilbenzohidrazid

Sekil 3.2. Karaturp Peroksidaz inhibitorii ve ligand olarak kullanilan molekiiller

3.3.2. 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezlenmesi

Ticari olarak satin alamadigimiz 5-Amino 2-metil benzohidrazid, 3-Amino 5-metil
benzohidrazid, 3-Amino 4-nitro benzohidrazid, 3-Amino 2-metil benzohidrazid

bilesiklerinden, metil esterleri ¢ikis bilesigi olarak kullanilip, hidrazin sentezleri yapildi.

a ™
R1 (@] R1 @)
NH,;NH,.H,0 R
R, o 2NF2.F2 g 2 N—NH,
I
R3 R5 R3 R5
< N i >

1) Ry: R3: Rs: H, Ry: NH, Ry: CH3 5) Ry: R3: Rs: H, Ryt NHp R4: CHj
2) Ry: R3: Ry: H, Rs: CH3 Ry NH, 6) Ry R3: Ryt H, Rs: CH3 Ry: NH,
3) Ry: Rg: Rs: H, R3: NO, Ry: NH, 7) Ri: R4 Rs: H, R3: NOy Ry: NH,
4) R3: R4z Rs: H, Ry: CH; Ry: NH, 8) R3: Ryt Rs: H, Ry CH3 Ry: NH;

. /

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

3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezleri (Hiroshi et al. 2012) ydnteminde

belirtildigi sekilde yapilmistir. Bu kapsamda 3-Amino metil benzoatlar (1, 2, 3, 4) (3
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mmol) ve (9-12 mmol) %64°liikk hidrazin hidrat ¢6zeltisi 30 mL metil alkol igerisinde
¢oziildii ve reaksiyon tamamlanincaya kadar geri sogutucu altinda 1sitilarak (Reaksiyon
TLC ile takip edildi) ¢6ziicii uzaklastirildi. Kati pellet etanolde ¢oziilerek kristallenmeye
birakildi ve olusan beyaz kristaller siizge¢ kagidi yardimiyla ayrildi. Bu islem iki kez
tekrarlandi. Boylece 3-Amino benzohidrazid tiirevi olan 4 molekil (5, 6, 7, 8)

sentezlenmis oldu. Karekterizasyonlari H-NMR yontemiyle dogrulandi.

3.3.3. Inhibitor ¢calismalar:

3.3.3.a. 3-Amino benzohidrazid ve tirevlerinin enzim aktivitesi iizerine etkilerinin

incelenmesi

Literatiirde 6nceden sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-3-Amino benzohidrazid afinite
jeli ile saflastirilan karaturp enzimi lizerine galisilmasi planlanan, 3-aminobenzohidrazid
ve sentezledigimiz 3-Amino 5-metil benzohidrazid (5), 5-Amino 2-metil benzohidrazid
(6), 3-Amino 4-nitro benzohidrazid (7) 3-Amino 2-metil benzohidrazid (8)
inhibitorlerinin inhibisyon kinetiklerinin incelenmesi amaci ile sabit substrat (guaiakol)
konsantrasyonunda ve 5 farkli inhibitdr konsantrasyonunda her bir inhibitor i¢in aktivite
degerleri hesaplandi. Inhibitér ihtiva etmeyen ortamda yapilan aktivite dlgiimii kontrol
olarak kabul edilerek aktivite %100 olarak kabul edildi. Her bir deney tii¢ kez tekrar
edildi. Inhibisyon etkisi gdsteren 3-Amino benzohidrazid ve tiirevlerinin 1Csy (enzim
aktivitesinde %50 azalmaya neden olan inhibitdr konsantrasyonu) degerleri % Aktivite-
[Inhibitér] grafiginden bulundu. Daha sonra 5 farkli substrat konsantrasyonuna ve 3
farkli inhibitér konsantrasyonuna denk gelen inhibisyon degerlerinden faydalanilarak

Linewaver—Burk grafikleri ¢izildi ve K; degerleri tespit edildi.

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

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanilarak afinite jeli hazirlandi. L-tirozin
uzant1 kolu bu kolon materyaline kovalent olarak baglandi. Sepharose 4-B-L-Tirozin jel

materyaline, ligand olarak 3-Amino benzohidrazid, 5-Amino 2-metil benzohidrazid, 3-
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Amino 5-metil benzohidrazid, 3-Amino 4-nitro benzohidrazid, 3-Amino 2-metil
benzohidrazid diazollanarak tirozin’deki benzen halkasinin 3 ve 5 pozisyonuna
kenetlendirildi. Hazirlanan afinite jelinde Sepharose 4-B; matriksi, tirozin; afinite jelinin
uzant1 kolunu, inhibitorler ise enzimin spesifik olarak baglayan kismini olugturmaktadir.

Afinite jeli agagidaki prosediire gore hazirlandi:

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

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 300 mL soguk su ile yikanarak 0,1 M NaHCO3
tamponu (pH=10) ile bir behere aktarildi. Kullandigimiz ayni1 tamponun 50 mL’sinde 70
mg tirozin ¢oziilerek ¢ozelti Sepharose 4-B ile ayni behere aktarildi ve reaksiyon
baslatildi. 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi. 16 saat boyunca
4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile jel yikandi, bdylece reaksiyona girmeyen tirozin
tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi 300 mL 0,2 M NaHCOj; (pH=8,8)
tamponu ile tekrarlandi. Tirozin takili jel, ayni tamponun 40 mL’si igine alindi.

Reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.4’°te verilmistir.

Os~-OH
o ¢
OH BrCN 0-C=N 0 OH ‘,C-NH-CH-CHQ-O—OH
¢ NI A |
C=NH
/ L - Tirozin
OH HBr OH o OH
Sepharose-4B imidokarbonat Sepharose 4B - L - Tirozin

Sekil 3.4. CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilma reaksiyonu

3.3.4.b. 3-Aminobenzohidrazid ve tirevlerinin kenetlendirilmesi

3-Amino benzohidrazid ve (tiirevi olan 4 molekiiliin her birinden) 100’er pmol alinarak
0°C civarinda 10 mL, 1 M HCI iginde ¢6ziildii ve igerisinde 20 mg NaNO, bulunan
0°C’deki 5 mL ¢ozelti, inhibitor ¢ozeltisine damla damla reaksiyon ¢ozeltisine eklendi.

10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan inhibitorler 40 mL Sepharose-4B-
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L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH=9,5’a c¢ikarilarak ve sabit
tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve
100 mL, 10 mM KH,PO, (pH=6,8) tamponuyla yikandi, sonra da iizerine bir miktar
daha ayni1 tampondan konularak saklandi (Whitney 1974).

Hazilanan 3-Amino benzohidrazid (tiirevi) afinite jelleri i¢in reaksiyon mekanizmalari

Sekil 3.5’te gosterildi.

f 0
OH  BICN 0-C=N 0 OH
\ - NH,
—_— C=NH
i / L-Tirozin
OH HEr OH o
Sepharose-4B Imidokarbonat
/

H,N-N._O
Oy,..OH R Os OH
Q% \ Q%
‘C-NH-CH-CH, OH R, R; \C—NH-CH-CHZ-Q—OH
o Rq Ry o

N=N Rs
R, (¢
OH HN 5) Ry:R3: H, Ry: CH3, Ry: N,CI OH
NH, 6) Ry:Ry: H, Ry: CH;, Ry: N,"CI

7) Ry:Ry: H, R3: NOy, Ry: N,CI
8) Ry:Rg: H, Ry: CH3, Ry: N, CI

Sepharose 4B - L - Tirozin 3-aminobenzohidrazit Sepharose 4B - L - Tirozin

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

3.3.5. Afinite kolonlarimin paketlenmesi

pH=6,8 olan KH,PO, dengeleme tamponu igine hazirlanmig olan jeller alinarak
siispanse edildi. Su trombu kullanilarak vakum ile sistemin havast alindi. 1x10 cm’lik
kapali sistemden olusan sogutmali kolona, siispanse edilen jel paketlendi. Jel ¢oktiikten
sonra dengeleme tamponu kullanilarak peristaltik pompa yardimiyla yikandi. Kolonun
dengelenmis olup olmadigin1 anlamak i¢in eluat ile tamponun 280 nm’de

absorbanslariin esitlenmis olmasina bakildi.
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3.3.5.a. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Karaturp bitkisinin homojenatlart 10 mM fosfat (pH=6,8) tamponu ile dengelenmis olan
kolonlara tatbik edildi. Kolonlar 500 mL 25 mM fosfat (pH=6,8) ¢ozeltisi ile yikandi.
Boylece Karaturp Peroksidaz enzimi kolona tutunmus oldu ve bu sekilde diger
safsizliklar uzaklastirilmig oldu. Sonra 1 M NaCl/25 mM Na,HPO, (pH=6,8) tamponu
tatbik edilerek Karaturp Peroksidaz enzimi eliie edildi. Eltatlar 1,5’er mL halinde
tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbansilarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla
kolonun akis hiz1 20 mL/saat’e ayarlandi. Eliiatlar 1,5’er mL halinde tiiplere alindi. Her
bir eliiatin 280 nm’deki absorbans degeri kore karsi 6l¢iildii. Toplanmis olan eliiatlardan
absorbans gosteren tliplerde 595 nm’de Bradford protein tayini ve 470 nm’de Karaturp
Peroksidaz aktivite tayini yapildi. Aktivitesi yiiksek olan eliiatlarin SDS-PAGE ile
safliklar1 kontrol edildi.

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Belirlenmesi

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

olarak ise molekiil agirlig1 belirlenmis olan proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 6nce su sonra alkol ile yikandi. Her iki kenarinda
aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka {iist iiste getirilerek kiskaglarla tutturuldu.
Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama

kabinine konuldu. Ayirma ve yigma jelleri hazirlandi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 20 mL 1 M Tris-HCI (pH: 8,8), 17,6 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,8 mL %210 SDS, 0,52 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil
etilen diamin) ve 12,52 mL saf su karistirildi. Bu karigimin {izerine son olarak 0,8 mL
%10’luk amonyum persiilfat (NH;),S,0g (PER) ilave edildi.
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Yigma jeli soyle hazirlandi: 1,64 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 1,6 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,12 mL %10’luk SDS, 0,12 mL %5’lik TEMED ve 9,8 mL saf su
alinarak karistirildi. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,4 mL ilave edildi.

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

arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

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

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

3.5. Afinite Kolonunun Peroksidaz Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunmasi

Hazirlanan afinite jellerinin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet

etkileri incelendi. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gerceklestirildi:
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Hazirlanan jelden 1 ml alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir
kolona alind1 ve daha dnceden peroksidaz enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlasi yikama
tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan peroksidaz enzimleri uygun eliisyon
tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 belirlendi. Ayn1 zamanda jel kurutularak
tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden peroksidaz enziminin tutma kapasitesi

belirlendi.

3.5.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

Peroksidaz enzimlerinin saflastirilmasi i¢in hazirlanan kolonda, sicakligin kolon
kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH 6,8’de, 5, 10, 15, 20 ve 25°C’de farkl
sicakliklarda tutma kapasitesi belirlendi ve mg protein /g jel basina grafik edildi.

3.5.2. pH’nin kolon kapasitesine etkisi

Peroksidaz enzimlerinin saflastirilmast i¢in kolonda pH’nin baglanmay1 nasil
etkiledigini belirlemek amac ile farkli pH’larda (pH’s1 5,5 ile 9 arasinda) tamponlar

kullanildi. En uygun pH i¢in sonuglar mg protein /g jel basina grafik edildi.

3.5.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

Peroksidaz enzimlerinin saflagtirilmast i¢in optimum pH ve en uygun baglanma
sicakliginda deney yapildi. Bu deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 arasinda degistirilerek,

sonuglar mg protein /g jel basina grafikle gosterildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Karaturp Peroksidaz Enzimi ile lgili Yapilan Arastirma Bulgular

4.1.1. Kantitatif protein tayini icin kullamlan standart grafik

Karaturp bitkisinden hazirlanan homejenatlar ve afinite kolonlarindan saflagtirilan POD
enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 Bradford yontemiyle tayin edildi. Bu
amagla Once standart grafik hazirlandi. Karaturp bitkisinin homojenatlar1 ve afinite
kromatografisi ile elde edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 bu
standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik
gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

0,8 -
[ ] [ ]
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5 o R?=0,9878
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v °
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2
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0 20 40 60 80 100
ug (BSA)

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

*Protein miktar1 (BSA: Bovine Serum Albumini)



37

4.2. Karaturp Bitkisinden POD Enziminin Saflastirilmas1 Sonuglari

4.2.1. Karaturp POD enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sonuclari

Karaturp bitkisinden hazirlanan homojenatlardan 5’er mL Bolim 3.3.4°de anlatildigi
sekilde hazirlanan dengelenmis olan 3-Aminobenzohidrazid kolonuna pipet vasitasiyla
tatbik edildi. Yikama igslemi tamamlandiktan sonra eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi.
Eliatlar kolon akis hiz1 35 mL/saat’e ayarlanarak 1,5’er mL halinde tiiplere alindi. Her
bir eliiatin 280 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildi. 280 nm’de Olciilen absorbans
degerlerinin tiip sayisina karsi grafikleri Sekil 4.2°de verildi. Absorbans gdsteren
tiplerin 470 nm’de aktivitelerine bakildi. 470 nm’de tiip sayisina karsi aktivite

grafikleri doygun substrat konsantrasyonunda hesaplanarak Sekil 4.2’de gosterildi.

0,2 - - 50
0,16 - - 40
wn
C
g 5
£ 012 - 30 )
8 e
+-—
< S —a—280
£ 0,08 - - 20 €
c < —e—aktivite
o <
& S
0,04 - 10 R
O f T T T T T T T T T O
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiip Sayis1

Sekil 4.2. 3-Amino benzohidrazid kolonundan Karaturp POD enziminin afinite kromatografisi
ile saflagtirma sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarint ve 470 nm’deki aktivitelerini
gosteren grafik
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4.2.2. Karaturp POD enziminin 3-Amino Benzohidrazid Kolonu ile saflastirma

sonuclari

Ligand olarak 3-Amino benzohidrazid molekiiliiniin kullanildig1 kolondan, karaturp
bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin saflastirilmasi kademesinde 470 nm de
aktivite tayini ve Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Karaturp POD
enziminin 3-Amino benzohidrazid kolonu ile saflastirma sonuglari Cizelge 4.1°de

gosterildi.

Cizelge 4.1. Karaturp enziminin 3-Amino benzohidrazid kolonundan saflastirma
basamaklar1 sonuclari

. Total .
Toplam . Protein Total . Spesifik
. Aktivite Al Protein . Yiizde S.
Karaturp Hacim Miktar1 | Aktivite Aktivite .
(EU/mL) Miktar1 Verim| Katsayisi
(mL) (mg/mL) | (EV) (EU/mg)
(mg)
Homojenat 6 148,4 1,45 890,4 8,7 102,3 100 1
3-Amino
benzohidrazid|  Sepharose 4B
105,9 25228
Afinite 3 35,32 0,0014 6 0,0042 5 11,9 246,6

4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclar:

Kromatografik islemler sonucu 3-Amino benzohidrazid afinite kolonu kullanilarak
karaturp saflastirilan peroksidaz enziminin safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesini
tespit etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bunun igin
hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez kuyularina sirayla saflastirilan Karaturp
POD’lar ve standart proteinler uygulandi ve yiiriitiildii. Daha sonra elde edilen bantlarin

fotografi ¢ekildi.



39

Sekil 4.3. 3-Amino benzohidrazid (1) kolonundan saflagtirilan Karaturp enziminin
SDS- PAGE fotografi

4.3. Kullanilan inhibitoriin K; ve 1Cs Degerlerinin Bulunmasina Yonelik Yapilan

Calisma Sonuc¢lan

Bu ¢alismada 3-Amino benzohidrazid molekiiliinden saflastirilan Karaturp POD enzimi
iizerine 3 Amino benzohidrazit tiirevlerinin inhibisyon etkisi incelendi. Sabit substrat
konsantrasyonunda (45mM guaiakol) ve 5 farkli inhibitoér konsantrasyonunda her bir
inhibitdr i¢in aktivite degerleri hesaplandi. 3 farkli inhibitér konsantrasyonu ve 5 farkli
substrat konsantrasyonundan ise K; degeri belirlendi. K;j ve 1Csy deney prosediirii
gosterildi. % Aktivite-Konsantrasyon grafigi ¢izilerek ICso degeii bulundu ve
Lineawear-Burk grafiginden K; degeri tespit edildi. Doniisiimlii inhibisyon gdsteren

molekiiller i¢in afinite jelleri sentezlendi.
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Cizelge 4.2. 3-Amino benzohidrazid inhibitorii igin afinite kolonundan elde edilen karaturp
enzimi lizerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
E |~ | 3 E |~ | 3 ~ o
Ele 2|2 |2 |E|Fle|E |2 |2 |=]| %
o = = 5 S S ] = 5 - E S £
_:‘_G = o E > %‘_6 : (@) E 8 > = <
S B T = @ S o T = a @ - X
o | 8 = o | 3 =
LL Lo
05101 10| 0,05 (0,450 05| 10| 10| 0,05 | 0,015 0,435 | 0,33 | 65,11
=
E 0511010 | 0,07 |0430| 05| 10 (| 1,0 | 0,07 | 0,015 | 0,415 | 0,463 | 56,39
=
E 05|10 10| 0,08 (0420 05| 10| 1,0 | 0,08 | 0,015 | 0,405 | 0,562 50
c
[
o)
e 05110 (10| 020 (0400( 05 | 10| 1,0 | 0,20 | 0,015 | 0,385 |0,661 | 42,44
£
m"s 0511010 | 0,12 |0,380| 05| 10 | 1,0 | 0,22 | 0,015 | 0,365 | 0,794 | 38,95
100 4 y= 100e»1,237x
R2=0,9939
80 -
D
5 60 -
3
© 40 -
20 -~
0 T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
[3-Amino benzohidrazid] mM

Sekil 4.4. Karaturp enzimi igin guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino
benzohidrazid inhibitorii ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.3. Karaturp enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino
benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor TupU Numune TlpU

j - = - -

E |& 5 z ~ | |8 5| E ~ | o |E -

= T~ £ = = = |8 ~ | E g = £ = - =

c |E 2| = 5 E s |F O|& 5 E £ S = |

X g E N g ~ X ® £ N = ~ Ia) e =

© — = (@) o) > @ — (@) S > o 3 £ (%]

[ [%2) G = )] ] %) N Q ) ~ 3

> o T < S (] T < o >

0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,785 | 0,015 | 0,798 | 0,33

0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,685 | 0,015 | 0,625 | 0,22
o 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,585 | 0,015 | 0,536 | 0,16

0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,485 | 0,015 | 0,335 | 0,13

0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,385 | 0,015 | 0,305 | 0,09

0,2 1,0 1,0 0,05 | 0,750 0,2 1,0 1,0 | 0,05 | 0,735 | 0,015 1,32 | 0,33

0,3 1,0 1,0 0,05 |0,650| 0,3 1,0 1,0 | 0,05 | 0,635 | 0,015 | 0,927 | 0,22

12 0,4 1,0 1,0 0,05 |0550]| 0,4 10 (10| 005 | 0,535 | 0,015 | 0,722 | 0,16
0,5 1,0 1,0 0,05 |]0,450] 0,5 10 |10| 0,05 | 0,435 | 0,015 | 0,556 | 0,13
0,6 1,0 1,0 0,05 0,350 0,6 10 | 10| 0,05 | 0,335 | 0,015 | 0,484 | 0,09
0,2 1,0 1,0 0,085 | 0,715 0,2 10 (10 0,08 | 0,700 | 0,015 | 1,89 | 0,33
0,3 1,0 1,0 0,085 | 0,615 0,3 1,0 (10| 0,085 | 0,600 | 0,015 | 1,366 | 0,22
[1]2 0,4 1,0 10 0,085 | 0,515] 0,4 10 |10 0,085 | 0,500 | 0,015 | 1,028 | 0,16
0,5 1,0 1,0 0,085 | 0,415] 0,5 1,0 |10 0,08 | 0,400 | 0,015 | 0,773 | 0,13
0,6 1,0 1,0 0,085 | 0,315] 0,6 10 |10 0,085 | 0,300 | 0,015 | 0,653 | 0,09
0,2 1,0 10 0,12 10,680 0,2 10 |10 0,12 | 0,665 | 0,015 | 2,685 | 0,33
0,3 1,0 1,0 0,12 | 0,580} 0,3 10 (10| 0,22 | 0,565 | 0,015 | 1,745 | 0,22
[1]s 0,4 1,0 10 0,12 |0,480| 0,4 10 |10 0,12 | 0,465 | 0,015 | 1,445 | 0,16
0,5 1,0 1,0 0,12 |0,380}| 0,5 10 (10| 0,22 | 0,365 | 0,015 | 1,088 | 0,13
0,6 1,0 10 0,12 0,280 0,6 10 |10 0,12 | 0,265 | 0,015 | 0,883 | 0,09

3

- 2,5 + [I0]=Kontrol
=
£ 2 = [11]=0,330 mM
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Sekil 4.5. Karaturp enzimi fiizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino
benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.4. Karaturp enzimi tizerine 3-Amino benzohidrazid inhibitoriiniin inhibisyon
etkisi

1Cs Ortalama K+ SD )
O Karaturp (UM) (M) Inhibisyon tipi
-NHz |pOD
N
: Yarigmali
560 405 £ 74

NH,

4.4. 3-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin Sentezlenmesi

3-Amino 5-metil benzohidrazid, 5-Amino 2-metil benzohidrazid, 3-Amino 4-nitro
benzohidrazid ve 3-amino 2-metil molekiilleri ticari olarak temin edilemediginden
dolay1 bu bilesiklerin metil esterleri kullanilarak boliim 3.3.2°de anlatildig: gibi hidrazin

sentezleri yapildi. "H-NMR’la molekiillerin karekterizasyonu dogrulandi.

Cizelge 4.5. 3-Amino benzohidrazid tiirevleri sentez sonuglari

Reaktant 1 Reaktant R1/R; Uriin Siire | %
2 mmol Verim
3-Amino 5-metil Hidrazin 3/12 3-Amino 5-metil | 36 45
metil benzoat (1) | monohidrat benzohidrazid saat
()
5-Amino 2- metil Hidrazin 3/12 5-Amino 2-metil | 24 50
metil benzoat (2) | monohidrat benzohidrazid saat
(6)
3-Amino 4-nitro Hidrazin 3/12 3-Amino 4-nitro | 24 62
metil benzoat (3) | monohidrat benzohidrazid saat
)
3-Amino 2-metil Hidrazin 3/12 3-Amino 2-metil | 36 54
metil benzoat (4) | monohidrat benzohidrazid saat
(8

Satin aldigimiz 3-Amino 5-metil metilbenzoat, 5-Amino 2-metil metilbenzoat, 3-Amino
4-nitro metilbenzoat, 3-Amino 2-metil metilbenzoat ¢ikis molekiilleri olarak kullanilip

bunlarin hidrazin formlar1 sentezlendi. Sonuglar Cizelge 4.5’de ve sentezlenen

molekiillerin *H-NMR (400 MHz) spektrumlari Sekil 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9°da gosterildi.
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Sekil 4.6. 5-Amino 2-metil benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz 1H-NMR
spektrumu

5-Amino 2-metil benzohidrazid molekii icin NMR sonuclar:

5-Amino 2-metil benzohidrazid molekiilinin 400 MHz *'H-NMR spektrumu
sonuglart."H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) & 9.19 (bs, 1H), 6.82 (d, J = 7.71 Hz,
1H), 6.50 (d, J = 2.36 Hz, 1H), 6.47 (s, 1H), 4.95 (bs, 2H), 4.34 (bs, 2H), 2.10 (s, 3H)
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Sekil 4.7. 3-Amino 5-metil benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

3-Amino 5-metil benzohidrazid molekii i¢cin NMR sonuclar:

3-Amino 5-metil benzohidrazid molekiilinin 400 MHz 'H-NMR spektrumu
sonuglar.'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm)[] ppm 9.43 (bs, 1H), 6.77 (s, 1H), 6.72
(s, 1H), 6.46 (s, 1H), 5.10 (bs, 2H), 4.35 (bs, 2H), 2.15 (s, 3H)
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Sekil 4.8. 3-Amino 4-nitro benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

3-Amino 4-nitro benzohidrazid molekii icin NMR sonuclari:

3-Amino 4-nitro benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu sonuglari.
'"H 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)
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Sekil 4.9. 3-Amino 2-metil benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

3-Amino 2-metil benzohidrazid molekii i¢cin NMR sonuclar:

3-Amino 2-metil benzohidrazid molekiilinin 400 MHz 'H-NMR spektrumu
sonuglar.'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) [ 9.21 (bs, 1H), 6.86 (t, J = 7.7, 7.7
Hz, 1H), 6.63 (d, J = 7.9 Hz ,1H), 6.42 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.93 (bs, 2H), 4.35 (bs, 2H),
1.97 (s, 3H)

4.5. Sentezlenen 3-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin K; ve 1Csy Degerlerinin

Belirlenmesi

Bu c¢alismada sentezlenen 5-Amino 2-metil benzohidrazid, 3-Amino 5-metil
benzohidrazid, 3-Amino 4-nitro benzohidrazid ve 3-Amino 2-metil benzohidrazid
molekiillerinin Karaturp POD enzimi lizerine inhibisyon etkileri incelendi. Guaiakol
substratt doygunlugun altinda alindi. Boylece reaksiyon hizi guaiakole bagli olarak
bulundu. Bu amagla, sabit substrat konsantrasyonunda (45 mM guaiakol) ve 5 farkl

inhibitdr konsantrasyonunda her bir inhibitor i¢in aktivite degerleri hesaplandi. 3 farkli
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inhibitdr konsantrasyonu ve 5 farkli substrat konsantrasyonundan ise K; degerleri
belirlendi. K; ve 1Csy deney prosediirleri gosterildi. % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri
cizilerek ICsy degerleri bulundu ve Lineawear-Burk grafiklerinden K; degerleri tespit
edildi.

4.5.1. 5-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitorii i¢cin karaturp POD enzimi iizerine

guaiakol substratiyla yapilan kinetik calismalar

Cizelge 4.6. 5-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitorii igin afinite kolonundan elde edilen
Karaturp enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney
prosediirii

Kor Tiipt Numune Tiipt
-12] | 2 -1 2] | =2
= 2
S ~ - — S g =) = —~ ]
slelg| €| 2 |c|e|l8| |22 =|:%
S < < S E 2 @ = i) = E S k7
sl 2|2 2| 3 |22 2|83 =]%
S| €| T | £ > lslE|l|E| 2| ° <
o 3 = o g &
LL L
_ 05|10 | 10 | 005 | 0450 | 05| 10 | 1,0 | 005 | 0,01 | 0,440 | 0,316 | 79,16
29
N |05|10| 10| 010 | 0400 [ 05 | 1,0 | 1,0 | 0,20 | 0,01 | 0,390 | 0,632 | 62,5
EE 05|10 | 10| 0,24 | 0,360 | 05| 10 | 1,0 | 0,24 | 0,01 | 0,350 | 0,885 |50,83
= O
gg 05110 | 10| 015 | 0350 | 05| 10 | 1,0 | 0,15 | 0,01 | 0,340 | 0,948 | 45,83
o]
*© 05|10 | 10| 0,20 | 0300 | 05| 10 | 1,0 | 0,20 | 0,01 | 0,290 | 1,265 | 33,33
100 < y = 100e082x
R?=0,9882
80 -
Q 60 -
2
< 40 -
<
S 20 -
0 T T 1
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[5-Amino 2 metil Benzohidrazid] mM

Sekil 4.10. Karaturp enzimi igin guaiakol substratina bagl olarak 5-Amino 2-metil
benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.7. Karaturp enzimi lizerine guaiakol substratina bagli olarak 5-Amino 2-metil
benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
= =0 - E
e 28 02|¢ 2| 5
< =~ - —~ =~ - —~ - j =
S g |E| ¢ 2 = g £ g 2 £ = s
o =] 2 S = S = 2 S = 2 E = = S
cS|ls |k |9 | 3 = < e Q 5 3 8 g g
FEls s T E|7 | |E (T E || g | -
i o] (O] o = O o o— N
-0 L L e
0,2 1,0 1,0 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,790 | 0,010 1,123 0,33
0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,690 | 0,010 0,793 0,22
[llo | 04 1,0 1,0 - 0,6 04 1,0 1,0 - 0,590 | 0,010 0,694 0,16
05 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,490 | 0,010 0,595 0,13
0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,390 | 0,010 0,387 0,09
0,2 1,0 10 | 0,10 0,7 0,2 1,0 1,0 0,10 0,690 | 0,010 1,605 0,33

0,3 10 | 10| 010 0,6 0,3 1,0 1,0 0,10 0,590 | 0,010 1,136 0,22
[l | 04 10 | 10| 010 0,5 0,4 1,0 1,0 0,10 0,490 | 0,010 0,735 0,16
05 10 | 10| 010 0,4 05 1,0 1,0 0,10 0,390 | 0,010 0,704 0,13
0,6 10 | 10| 0,10 0.3 0,6 1,0 1,0 0,10 0,290 | 0,010 0,666 0,09

0,2 1,0 1,0 | 0,14 | 0,66 0,2 1,0 1,0 0,14 0,65 0,010 2,252 0,33
0,3 1,0 10| 014 | 0,556 0,3 1,0 1,0 0,14 0,55 0,010 1,315 0,22
[lI. | 04 1,0 1,0 | 0,14 | 046 04 1,0 1,0 0,14 0,45 0,010 1,19 0,16
05 1,0 10| 014 | 0,36 0,5 1,0 1,0 0,14 0,35 0,010 0,943 0,13
0,6 1,0 1,0 | 0,14 | 0,26 0,6 1,0 1,0 0,14 0,25 0,010 0,793 0,09

0,2 10 | 10| 020 | 0,60 0,2 1,0 1,0 0,20 0,59 0,010 2,834 0,33
0,3 10 | 10| 020 | 0,50 0,3 1,0 1,0 0,20 0,49 0,010 1,785 0,22
[lIs | 04 10 | 10| 020 | 0,40 04 1,0 1,0 0,20 0,39 0,010 1,666 0,16
05 10 [ 10| 020 | 0,30 05 1,0 1,0 0,20 0,29 0,010 1,162 0,13
0,6 10 | 10| 020 | 0,20 0,6 1,0 1,0 0,20 0,19 0,010 0,862 0,09

39¢
<
2,5 1 E « [10]= KONTROL
5 4
£ = [11]=0,632 mM
15 | 8
= a [12]=0,885 mM
11>
= e [13]=1,265 mM
0,5 -
1_4 T T T 1
-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/(Guaiakol) mM-1

Sekil 4.11. Karaturp enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 5-Amino 2-metil
benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.8. Karaturp enzimini {izerine 5-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

CH; O 1Cs Ortalama K; + SD inhibisyon
N NHe R ) (M) tpi
H POD
Yarigmali
NH, 845 952 + 343

4.5.2. 3-Amino 5-metil benzohidrazid inhibitorii icin karaturp POD enzimi iizerine

guaiakol substratiyla yapilan kinetik ¢alismalar

Cizelge 4.9. 3-Amino 5-metil benzohidrazid inhibitorii igin afinite kolonundan elde edilen
Karaturp enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney
prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
3 S —_ 3
S ~ - — S = g = —~ 2
Sl |2 g 3 < g | g £ z 3 s S
IS = = e = = = 1= =
2 5] ~ :Q = 2 < ~ :Q = £ hvd
s |= |9 | B > < ElQ | 3 8 > = <
= B T g » g & T g 8 » S
o 3 — [©) o =
LL L
05 (10 | 10 | 0,05 0,450 05 1,0 1,0 0,05 0,030 0,420 | 0,272 63,9

05110 | 10 | 0,10 0,400 05 10| 10 | 0,10 0,030 0,370 | 0,544 50,88

05110 | 10 | 015 0,350 05 10 ] 10 | 0,15 0,030 0,320 | 0,817 37,27

3-amino 5-metil
benzohidrazid

05 (10| 10 | 0,18 0,320 0,5 10 | 10 [ 0,18 0,030 0,290 | 0,98 36,09

y= 100e—1,149x
R?=0,9513

100 4
80 -
60 -
40 -
20 -~

% Aktivite

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[3-Amino 5 metil benzohidrazidmM

Sekil 4.12. Karaturp enzimi i¢in guaiakol substratina bagl olarak 3-Amino 5-metil
benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.10. Karaturp enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 5-
metil benzohidrazid inhibitori igin 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tipt Numune Tiipii
= -~ —~ =
ESlZ|E |2 |25 |2l 2|3 5125 |-
»s5 | |28 | E || 2 || 8 | |5 |2 E [E. | 2
25|12 (S| |23 |2 || |3 |2 |3 @
il g 2 2% [s|g |22 |°% |8 |2 |F
s = | |8 = R = >
0,2 1,0 1,0 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,790 0,01 0,48 0,33
03 | 10 | 10 - 07 | 03| 10 | 10| - | 0690 [001 |0362 | 022
o 04 | 10 | 10 - 06 | 04 | 10 | 10 | - | 05% [001 |0.333 | 016
05 | 10 | 10 - 05 | 05 | 10 | 10 | - | 049 001 |o.27 013
06 | 10 | 10 - 04 | 06 | 10 | 10 | - | 0890 001 o1 0,09
02 | 10 | 10 [006 | 0740 | 02 | 10 | L0 006 | 0,730 [0,01 |16 0,33
03 | 10 | 10 006 | 0640 | 03 | L0 | 1,0 [0.06 | 0630 [001  |o,746 | 0,22
[ 04 | 10 | 10 006 | 0540 | 04 | L0 | 1,0 [0.06 | 0530 oL |o,714 | 0,16
05 | 10 | 10 006 | 0440 | 05 | L0 | 1,0 [0.06 | 0430 0L |0675 | 0,13
06 | 10 | 10 006 | 0340 | 06 | L0 | 1,0 [0.06 | 0330 [00L  |0.649 | 0,09
02 | 10 | 10 |12 | 068 | 02 | 10 | L0 012 | 0670 [001  B5 0,33
03 | 10 | 10 012 | 058 | 03 | L0 | 1,0 [012 | 0570 [0l  [3333 | 0,22
12 0,4 1,0 1,0 0,12 0,48 0,4 1,0 1,0 (0,12 0,470 (0,01 2 0,16
05 | 10 | 10 |12 | 038 | 05 | 1.0 | L0 o1z | 0370 001|147 013
06 | 10 | 10 |12 | 028 | 06 | 10 | 10 012 | 0270 001|125 0,09
02 | 10 | 10 18 | 062 | 02 | 10 | L0 018 | 0610 001 |57 0,33
03 | 10 | 10 018 | 052 | 03 | 10 | 1,0 [018 | 0510 [0l 333 | 0,22
[ 04 | 10 | 10 018 | 042 | 04 | 10 | 1,0 [018 | 0410 [0l [B571 | 0,16
05 | 10 | 10 018 | 032 | 05 | 10 | 1,0 [018 | 0310 [0l  |p631 | 0,13
06 | 10 | 10 |18 | 022 | 06 | 10 | 10 018 | 0210 [o01 |7 0,09

— 7 7
= 6 + [I0]=Kontrol
S
5 5
E 4 m [11]=0,326 mM
g 3
N 4 [12]=0,653 mM
=
¢ [13]=0,980 mM
_011 0,1 0,3
1/(Guaiakol) mM-t

Sekil 4.13. Karaturp enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 5-metil
benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.11. Karaturp enzimini tizerine 3-Amino 5-metil benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

ICs Ortalama K = SD
Inhibisyon tipi
e} Karaturp (M) (M) yon tip
H3C N NH, POD
H Yarigmasiz
603 129+ 48
NH,

4.5.3. 3-Amino 4-nitro benzohidrazid inhibitorii i¢in karaturp POD enzimi iizerine

guaiakol substratiyla yapilan kinetik calismalar

Cizelge 4.12. 3-Amino 4-nitro benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen
Karaturp enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney
prosediirii

Kor Tipii Numune Tiipii
- |2 . > |2 S
= =
Sle |2 |22 | S |e|e| 2|2 |2 | = |5
S |s | |2 | & |2 |8 |3|¢ a | < E |2
s |2 | | B = = ol 9 B S = = <
s |8 | T | E @ s |8 | £ | = e & = S
o 8 e o @ =
L L
05 | 10 | 10 | 005 | 0450 | 05 10 | 1,0 | 005 | 001 [ 0440 0,246 |76,66
o
s g 05 | 10 [ 10 | 0,10 [ 0400 [ 05 10 | 1,0 | 010 | 001 [ 039 [0,492 [64,66
c
T2 |05 10| 10015 0350 [ 05 10 | 1,0 | 015 | 001 [ 0340 [0,739 [54,66
S o
E S | 05|10 | 10 | 020 [ 0300 | 05 10 | 1,0 | 020 | 001 | 0,29 [0985 |50,66
o]
“ 05 | 10 [ 10 | 025 [ 0250 | 05 10 | 1,0 | 025 | 001 [ 0240 [1231 3333

100 4 y= looe-0,824x
80 - R?=0,9586
[0
2 60
< 40 -
L 50 -
r C T T 1
-0,15 0,35 0,85 1,35
[3- Amino 4 nitro benzohidrazid] mM

Sekil 4.14. Karaturp enzimi igin guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 4-nitro
benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.13. Karaturp enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 4-
nitro benzohidrazid inhibitérii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipti Numune Tiipii
[=]
E2|l2|E | ~ |2 | E |~ |2 ~ |2
c2|IE| S |2 |E |l 3 |E |2 |2 |E |2 |2 | 7
o 2|3 S = e E S 5 = S E =~ |2 = E
E s | = — o 5 3 ] — o = 3 8 3 E %
[ = oy b= < = Q =} N B
0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,79 0,01 | 0,893 0,33
0,3 1,0 1,0 - 0,7 03 1,0 1,0 - 0,69 0,01 | 0,632 0,22
[1o 0,4 1,0 1,0 - 0,6 04 1,0 1,0 - 0,59 0,01 ] 051 0,16
0,5 1,0 1,0 - 0,5 05 1,0 1,0 - 0,49 0,01 ] 049 0,13
0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,39 0,01 | 0,406 0,09

0,2 1,0 1,0 0,10 0,700 0,2 1,0 1,0 0,10 069 | 001 ] 1,26 0,33
03 1,0 1,0 0,10 0,600 0,3 1,0 1,0 0,10 059 | 001 ] 098 0,22
[1]: 0.4 1,0 1,0 0,10 0,500 0,4 1,0 1,0 0,10 0,49 | 001 | 0,735 0,16
0,5 1,0 1,0 0,10 0,400 05 1,0 1,0 0,10 0,39 | 0,01 ] 0,609 0,13
0,6 1,0 1,0 0,10 0,300 0,6 1,0 1,0 0,10 0,29 | 0,01 0,5 0,09
0,2 1,0 1,0 0,18 0,620 0,2 1,0 1,0 0,17 0,62 | 001 | 1,622 0,33
0,3 1,0 1,0 0,18 0,520 0,3 1,0 1,0 0,17 052 | 001 ] 1,282 0,22
[1]2 0,4 1,0 1,0 0,18 0,420 0,4 1,0 1,0 0,17 0,42 | 001 | 0,793 0,16
05 1,0 1,0 0,18 0,320 0,5 1,0 1,0 0,17 0,32 | 0,01 | 0,735 0,13
0,6 1,0 1,0 0,18 0,220 0,6 1,0 1,0 0,17 0,22 | 0,01 | 0,666 0,09
0,2 1,0 1,0 0,25 0,550 0,2 1,0 1,0 0,25 054 | 0,01 | 2,329 0,33
0,3 1,0 1,0 0,25 0,450 0,3 1,0 1,0 0,25 0,44 | 001 ] 1515 0,22
IUE 0,4 1,0 1,0 0,25 0,350 04 1,0 1,0 0,25 034 | 001] 119 0,16
05 1,0 1,0 0,25 0,250 05 1,0 1,0 0,25 0,24 | 001 ] 0,98 0,13
0,6 1,0 1,0 0,25 0,150 0,6 1,0 1,0 0,25 0,14 | 0,01 | 0,862 0,09

= 25 7 + [10]= Kontrol
I

= ® [I1]= 0,492 mM
S 15 - ¢

E A

e 1 a [I12]= 0,837 mM
Z D

- 05 - e [13]=1,231 mM

-0,15 -0,05 0,05 0,15 0,25 0,35
1/(Guaiakol) mM-1

Sekil 4.15. Karaturp enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 4-nitro
benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.14. Karaturp enzimini lizerine 3-Amino 4-nitro benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

IC Ortalama Kj+ SD inhibisyo
HN/NHZ Karaturp POD (UM) (UM) n tipi
C Yarigmali
841 712 £ 49
O,N
NH,

4.5.4. 3-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitorii i¢cin karaturp POD enzimi iizerine

guaiakol substratiyla yapilan kinetik ¢alismalar

Cizelge 4.15. 3-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitori igin afinite kolonundan elde edilen
Karaturp enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney
prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
> |2 5 > | 2 5
= —~ - = — - ~ [
El2|E | E o |El2 |2 | & |2 |2 = £
S IS = = e S e = = = S = =
° < ~ :Q = < < ~ 2 e X
= — o) 3= = < = o) B Q = = <
s |8 | £ | 2 @ s |8 | £ | E g | @ = S
o 8 = o 3 =
[T [T
_ 05 1,0 1,0 0,05 0,450 0,5 1,0 1,0 0,05 | 0,010 | 0,440 | 0,309 75,42
g % 05 1,0 1,0 0,10 0,400 0,5 1,0 1,0 0,10 | 0,010 | 0,390 | 0,619 64,62
N E 05 1,0 1,0 0,18 0,320 0,5 1,0 1,0 0,18 | 0,010 | 0,310 | 1,114 48,97
S ©o
% =] 05 1,0 1,0 0,20 0,300 0,5 1,0 1,0 0,20 | 0,010 | 0,290 | 1,238 39,45
(<5
o < 0,5 1,0 1,0 0,23 0,270 0,5 1,0 1,0 0,23 | 0,010 | 0,260 | 1,424 34,69

y= looe—0,722x
R?=0,9828

% Aktivite

O T T T 1
0 0,5 1 1,5
[3-Amino 2 metil benzohidrazid]mM

Sekil 4.16. Karaturp enzimi igin guaiakol substratina bagl olarak 3-Amino 2-metil
benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.16. Karaturp enzimi lizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 2-
metil benzohidrazid inhibitori igin 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tipt Numune Tiipi
T o —~ = —_ ~ | = ~ £
N - £ — = — 1S
ué 3 E = o E — E | 2| & — - 4 <
as | I £ E ||l 2|=Z| 8| & 3 2 E | E s
e c < < < o) A ] & < ES) S = =~ IS
£% = [ o) B > = = Q 5 3 5 g L
5| & £ | T |E|lC|&|E ||| 7| =12 |7
O o hanl o —
™ [ L Z
0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,790 0,010 | 0,609 0,33
0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,690 0,010 | 0,438 0,22
[1To 04 1,0 1,0 - 0,6 04 1,0 1,0 - 0,590 0,010 0,36 0,16
0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,490 0,010 | 0,318 0,13
0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,390 0,010 0,31 0,09
0,2 1,0 1,0 0,10 1 0,700 | 0,2 1,0 1,0 0,10 | 0,690 0,010 | 0,918 0,33
0,3 1,0 1,0 0,10 1 0,600 | 0,3 1,0 1,0 0,10 | 0,590 0,010 | 0,704 0,22
[N: 04 1,0 1,0 0,10 1 0,500 | 0,4 1,0 1,0 0,10 | 0,490 0,010 | 0,662 0,16
0,5 1,0 1,0 0,10 § 0,400 | 0,5 1,0 1,0 0,10 | 0,390 0,010 | 0,495 0,13
0,6 1,0 1,0 0,10 |} 0,300 | 0,6 1,0 1,0 0,10 | 0,290 0,010 | 0,416 0,09
0,2 1,0 1,0 0,18 | 0,62 0,2 1,0 1,0 0,18 | 0,610 0,010 1,005 0,33
0,3 1,0 1,0 0,18 | 0,52 0,3 1,0 1,0 0,18 | 0,510 0,010 | 0,833 0,22
[z 04 1,0 1,0 0,18 | 0,42 04 1,0 1,0 0,18 | 0,410 0,010 | 0,764 0,16
0,5 1,0 1,0 0,18 | 0,32 0,5 1,0 1,0 0,18 | 0,310 0,010 | 0,555 0,13
0,6 1,0 1,0 0,18 | 0,22 0,6 1,0 1,0 0,18 | 0,210 0,010 | 0,442 0,09
0,2 1,0 1,0 0,23 | 0,57 0,2 1,0 1,0 0,23 | 0,560 0,010 1,094 0,33
0,3 1,0 1,0 0,23 | 047 0,3 1,0 1,0 0,23 | 0,460 0,010 1,063 0,22
[1s 04 1,0 1,0 0,23 | 0,37 04 1,0 1,0 0,23 | 0,360 0,010 | 0,866 0,16
0,5 1,0 1,0 0,23 | 0,27 0,5 1,0 1,0 0,23 | 0,260 0,010 | 0,595 0,13
0,6 1,0 1,0 0,23 | 0,17 0,6 1,0 1,0 0,23 | 0,160 0,010 0,49 0,09
1,4 -
o 1,2 - + [I0]=Kontrol
<
£ 1
_ = [|11]=0,619 mM
£ 08 -
o
E 06 - s [12]=1,114 mM
> 4
2 04

e [13]=1,424 mM

N,

r U4 T T T 1

-0,15  -0,05 0,05 0,15 0,25 0,35
1/(Guaiakol) mM-1

Sekil 4.17. Karaturp enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 2-metil
benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.17. Karaturp enzimini tizerine 3-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

ICs Ortalama K;+ S.D
inhibisyon tipi
0 Karaturp M) (UM) yon tip
_NH, |POD
N
H Yarismasiz
CH4 959 1414 + 355

Cizelge 4.18. Karaturp enzimi iizerine ligand molekiillerin toplu kinetik sonuglari

LIGAND ICso Ki Inhibisyon Tipi
MOLEKULLER (1M) (1M)
0]
_NH,
Q)L N 560 405 + 74 Yarismalt
NH,
CH; O

_NH
©)LH i 845 052 + 343 Yarismals
NH,
(0]
H3C _NH
’ \©)‘\” 2 603 129 + 48 Yarismasiz

0 841 712 + 49 Yarismal
O,N
O
N,NHz Yarismasiz
H 959 1414 + 355
CHs,
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Karaturp POD Enzimlerinin 3-Amino benzohidrazid Tiirevleriyle Saflagtirilmasi

Sonuclan

Karaturp POD enzimleri tizerine 5-Amino 2-metil benzohidrazid, 3-Amino 5-metil
benzohidrazid, 3-Amino 4-nitro benzohidrazid, 3-Amino 2-metil benzohidrazid
molekiillerinin inhibisyon etkileri incelendikten sonra bu molekiillerin ligand olarak
kullanildig1 Sepharose 4-B-L-Tirozin-5-Amino 2-metil benzohidrazid, Sepharose 4-B-
L-Tirozin-3-Amino 5-metil benzohidrazid, Sepharose 4-B-L-Tirozin-3-Amino 4-nitro
benzohidrazid, Sepharose 4-B-L-Tirozin-3-Amino 2-metil benzohidrazid kolonlarinin
sentezi bolim 3.3.4.b’de anlatildig1r gibi yapildi. Hazirlanan kolonlardan Karaturp
bitkisinden peroksidaz enziminin saflastirilma kademelerinde 470 nm de aktivite tayini
yapildi. Tiim kolonlardan saflastirilan Karaturp enziminin saflastirma sonuclar1 Cizelge

4.19°da gosterildi.

Cizelge 4.19. Afinite kolonlarindan elde edilen Karaturp enzimi i¢in hazirlanan
saflastirma tablosu

. Total .
Toplam . Protein Total . Spesifik
. Aktivite . Protein . Yiizde S.
Karaturp Hacim Miktar1 | Aktivite Aktivite )
(EU/mL) Miktar: Verim | Katsayisi
(mL) (mg/mL) | (EU) mg) (EU/mg)
mg

Homojenat 6 60,5 1,45 | 3631 8,7 41,7 100 1

5-Amino 2-
benz?hezigLazid Sepharose 48
Afinite 3 52 | 0,0017 156 | 0,0051 30588,2| 43 | 7335
. Homojenat 6 126 1,45 756 8,7 86,8 | 100 1
3-Amino 5-
me_tll . Sepharose 4B
benzohidrazid Afinite 3 15,36 | 0,0008 | 46,08 | 0,0024 19200 @ 6,09 = 221,2

Homojenat 6 133,1 1,45 798,6 8,7 91,79 100 1

3-Amino 4-
b nr':.';jo id Sepharose 4B
enzohidrazi Afinite 3 | 3896 | 0,0017 | 116,88  0,0051 22917,6| 14,6 | 249,6

3-Amino 2- | Homojenat 6 1022 | 145 | 6132 87 705 | 100 1

metil
Sepharose 4B

Afinite

benzohidrazid 6 21,9 | 00018 1314 | 0,0108 121666 214 1725
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4.6. Karaturp Peroksidaz Enzimi Uzerine SDS-PAGE ve Kinetik Calisma

Sonuclan

4.6.1. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi sonuclar:

Sentezledigimiz molekiilleri kullanarak hazirladigimiz Sepharose 4-B-L-Tirozin-( 5, 6,
7, 8) afinite jellerinden saflastirdigimiz karaturp enziminin safligini ve molekiil
agirhiklarimi belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi. Jellerin boyanmasinda commasie
boyama metodu tercih edildi. Saflastirilan enzimlerin SDS-PAGE fotograflar1 Sekil
4.18’de gosterildi.

Sekil 4.18. (1) 3-Amino 5-metil benzohidrazid, (2) 5-Amino 2-metil benzohidrazid, (3) 3-
Amino 4-nitro benzohidrazid, (4) 3-amino 2-metil benzohidrazid afinite kolonlarindan
saflagtirilan karaturp enziminin SDS-PAGE fotografi

4.7. 5-Amino 2-metil Benzohidrazid Molekiilii Kullanilarak Hazirlanan Afinite

Kolonunun Karaturp POD Enzimi Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Cizelge 4.19 dan goriilecegi gibi safalastirma katsayisi en yiiksek olan ve ticari kullanim

kapasitesine sahip en iyi kolon 5-Amino 2-metil Benzohidrazid olup bu koln i¢in POD
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enzimini tutma kapasitesi belirlendi ve bu amagla sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri

incelendi. Deney prosediirii boliim 3.5’de anlatildig: sekilde uygulandi.

4.7.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi ¢calisma sonuclari

pH:6,8’de Karaturp POD farkl1 sicakliklarda 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda tutma
kapasitesi belirlenerek (mg protein/g jel) sonuglar Sekil 4.19°da verildi.

0,05 - . . . .
—e—5-amino 2 metil benzohidrazid
0,04 -
0,03 |
0,02 -

0,01 -

(Kapasite(mg protein/g jel)

O T T T T 1
3 8 13 18 23 28
sicaklik

Sekil 4.19. Sepharose-4B-5-Amino 2-metil benzohidrazid jelinin sicaklik-kapasite
grafigi

4.7.2. pH’nin kolon kapasitesine etkisi

Bu boliimdeki deneyler pH’s1 5,5 ile 9 arasinda degisen tamponlar kullanilarak yapildi
ve sonuglar (mg protein /g jel basina) belirlenerek Sekil 4.20°de verildi.
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0,06 -
0,05 -

0,04 -

0,03 —e— 5-amino 2 metil
benzohidrazid

0,02 -

0,01

Kapasite (mg protein/g jel)

Sekil 4.20. Sepharose-4B-5-Amino 2-metil benzohidrazid jelinin pH-kapasite grafigi

4.7.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

Karaturp enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda deney yapildi bu
deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 M arasinda degistirilip, sonuclar mg protein/g jel
basina grafik Sekil 4.21°de verildi.

0,016 -
—e— 5-amino 2 metil

0,014 - benzohidrazid

0,012 -
0,01 -
0,008 -
0,006 -
0,004 -

Kapasite (mg protein/g jel)

0,002 -

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
iyonik siddet (M)

Sekil 4.21. Sepharose-4B-5-Amino 2-metil benzohidrazid jelinin iyonik siddet [M]-
kapasite grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Peroksidaz (POD) enzimi bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunan
prostetik grup olarak hem grubu ihtiva eden bir glikoproteindir (Rompel et al. 2007).
Peroksidazlar cesitli aromatik bilesikleri substrat olarak kullanarak, metabolizma

esnasinda ortaya ¢ikan H,0,’yi etkisiz hale getirmektedir (Robert et al. 1993).

Bitkisel peroksidazlar (POD veya POX) ise peroksidaz enzim ailesinin kiigiik bir
boliimiinii olusturur (Fry 1986). Bitki peroksidazlari hormonal faaliyet (Wakamatsu and
Takahama 1993), savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991) ve lignin
biyosentezi (Duarte et al. 2000) gibi hayati fonksiyonlarda ¢ok 6nemli gorevler aldigi
bilinmektedir. Ayrica POD organik molekiillerin sterospesifik biyotransformasyonunda
kullanilmaktadir (Adam et al. 1999; Zilbeyaz et al. 2012).

Organizmalarda genis bir yayilimi olan peroksidaz c¢esitli kaynaklardan izole
edilmektedir. Bitkilerde bulunan peroksidaz, bayirturpu kokii, karaturp, 1spanak
yapraklari, domates tohumlari, patates yumrular1 ve kiiltiirlii yerfistig1 hiicrelerinden
saflagtirllmigtir (Miranda et al. 2002).Uygulama alanlarinin yaygin olmasi ve ticari
onemi olan enzimler olmalar1 nedeniyle bitki peroksidaz enzimlerinin saf olarak

eldesinin amaglandigi saflastirma ¢aligmalarinin sayisi giin gegtikge artmaktadir.

Enzimlerinin afinite kromatografisi teknigi ile tek basamakta ve yiiksek saflikta
saflastirilmast bircok arastirmacinin temel hedefidir. Afinite kromatografisi bir cesit
adsorbsiyon kromatografisi olup istenen molekiil, matriks adi verilen bir kolon
maddesine kovalent olarak baglanan liganda spesifik ve tersinir bir sekilde tutunur ve

secimli bir bigimde liganttan ayrilir.

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;
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polisitemi kontrolii), izoniazid [INH (izonikotinik hidrazit) tiiberkiiloz antibiyotik]
terapotik olarak kullanilmistir. Ancak bu bilesiklerin pek ¢ogu uzun siireli kullanimda
karaciger hasari, baz-¢ifti mutasyonlari, hemolizise yol agan yan etkilere yol agtigindan
ila¢ olarak kullanilmamaktadir. Hidrazinler ve hidrazid inhibitérleri metabolik olarak
aktive edilir. Enzimatik aktivasyon sonrasinda, metabolik olarak aktive edilen
inhibitorler farkli bir biyomolekiile ya da ayni1 enzime ya yeniden baglanabilir ya da
aktif bolgesinden serbest birakilir, dolayisiyla inaktivasyona yol agar. 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, terapdtik bir madde olarak uygun degildir. Bunun
aksine, INH’in 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 {izerine yapilan c¢aligmalarda miyoloperoksidazi
doniistimsiiz inhibe ettkleri bulunmustur (Kumar and Bhatla 1995). Peroksidazlara
inhibitor olma potansiyelleri iizerine birgok ¢alisma yapilmistir.( Kalin et al. 2014). Bu
calismalardan goriilecegi gibi Donlisiimlii inhibitdér olma potansiyelleri lizerine POD

enzimlerinin safalastirilmasinda kullanilma potansiyelleri ortaya ¢ikmistir.

Literatiirde Peroksidazlarin safalastirilmasinda birgok yontem vardir. Basarili bir
saflagtirma yapabilmek i¢in Oncelikle matrikse kovalent baglanabilecek bir liganda
ithtiya¢c duyulmaktadir. Bu ligandin numune i¢in spesifik baglama afinitesi olmali ve
safsizliklar uzaklastirildiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde secimli
desorpsiyonu i¢in kullanilabilir bir metod bulunmasi gerekmektedir. Bu metodlarin
kullanildig1 birgok ¢alisma vardir ve bir kismi asagida Ozetlemistir. Bu g¢alismalara
ornek olarak Leucaena leucocephala agaci meyvesinden, papayadan (Pandey and
Dwivedi 2011; Pandey et al. 2012), lahanadan (McLellan and Robinson 1987), kirmizi
pancardan (Rudrappa et al. 2007), karalahanadan (Giil¢in and Yildirim 2005),
brokoliden (Tipawan and Barrett 2005; Koksal and Giil¢in 2008) 6rnek verilebilir.
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Peroksidaz enzimleri literatiirde at turpundan POD enzimi iki kromatografik adimda
772,25 (EU/mg) ve 291 kat %71,3 verimle (Lavery et al. 2010), karalithanadan POD
enzimini {ic 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).

Afinite kromatografisi tekniginde PABH ligand olarak kullanilarak POD enzimi
karaturptan %10,6 verimle 40,3 kat, salgamdan ise %9 verimle 269,13 kat (Kalin et al.
2014), kirmizi lahanadan 120 kat %2,9 verimle (Somtiirk et al. 2014) saflastirilmasi
yapilmistir. Bu caligmada ozellikle bitkilerin yaralanan govdelerinde, yapraklarinda,
niikleus, ¢igek ve saplarinda, ribozom, hiicre duvart ve hiicre membranlarinda bulunan
POD enziminin afinite kromatografi metoduyla saflastirilmast yapilmistir. POD
enziminin saflastirilmasi iizerine literatiirde bircok kromatografik metot bulunmaktadir.
Ancak bu yontemler hem zaman agisindan uzun stirmekte hem de maliyeti agisindan

daha maliyetlidir (Ozdemir et al. 2001).

Afinite kromatografisi ¢ok basamakli saflastirma islemleri esnasinda enzim
aktivitesinde meydana gelen 6nemli kayiplart ortadan kaldirmak ve enzimi yiiksek bir
verimle izole etmek i¢in saflastirma islemlerinde ¢cok 6nemli bir yere sahiptir. Bu tez
caligmasinda ise saflastirma calismalarin1 daha ileri gotiirme ve verimi artirmaya katki
saglamak amaci ile daha once grubumuzca yapilan 4-Amino benzohidrazidin ligand
olarak kullanildig1 karaturp ve salgam bitkilerinden POD enziminin saflastirilmasi
caligmasi esas alinarak (Kalin et al. 2014), karaturp (Raphanus sativus L.) bitkisinden
POD enziminin saflastirilmast i¢in afinite jeli hazirlandi. Ligand olarak 3-
aminobenzohidrazid’in bagli oldugu afinite kolonundan saflagtirilan enzimlerin kinetik
ozellikleri, protein tayini, SDS-PAGE metoduyla molekiil kiitlesi ve kullanilan ligandin

kinetik 6zellikleri belirlendi.

Karaturp POD enziminin, 3-Amino benzohidrazid ve tiirevi molekiilleri (5, 6, 7, 8)
ligand olarak afinite kromatografisinde kullanarak, yiiksek saflikta ve verimde elde

edilmesi hedefiyle Sekil 3.2’de verilen tiirevler (5, 6, 7, 8) ticari olarak temin
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edilemediginden dolay1 molekiillerin metil benzoat tiirevleri (1, 2, 3, 4) satin alinarak
hidrazin sentezleri tarafimizca yapildi ve sonuglar Cizelge 4.5°de gosterildi. 3-Amino
benzohidrazid ve sentezi yapilan tiirevlerinin ilk olarak inhibisyon kinetikleri incelendi
ve doniisiimlii inhibisyon gosteren molekiillerin afinite jellerinin sentezi yapildi.

Saflagtirma tablolar1 hazirland1 ve elde edilen sonuglar tartigildi.

Calismamizin tiim basamaklarinda kantitatif protein tayinleri Bradford metodu
kullanilarak yapildi. Saflastirilan enzim ¢6zeltisi ve hemolizattaki protein miktarlar1 bu
yontemle belirlendi. Proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmas1 esasina
dayanan bu yontemde, olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gostermektedir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli olmaktadir. Protein—boya

kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir

(Bradford 1976).

Calismamizin kolon kapasitesi basamaginda lowry metodu ile protein tayin yontemi
kullanilarak yapildi. Kolondan gegirilen enzim ¢ozeltisinin protein miktart bu yontem
ile belirlendi. Bu yontemde ilk basamakta biiiret yontemi gibi alkali ortamda bir bakir-
protein kompleksi olusmakta, bu kompleks de Folin-Ciocalteu fenol reaktifini
indirgemektedir. Bu yontemin hassasiyeti Warburg yonteminden 10 kat, Biiiret

yonteminden 100 kat daha hassastir.

Peroksidaz enziminin aktivite ol¢limii, Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladigi (2010)
prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlendi. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-
4B matriks, L-tirozin ise uzanti kolu olarak kullanildi. Her bir inhibitérden 90 pmol
madde alinarak Sepharose-4B-L-tirozin jelleri hazirlandi. Homojenatlar hazirlanan

kolonlara tatbik edildi, A47o yiiksek olan eluatlar birlestirildi ve protein tayini yapildi.

Saflastirilan bu enzim iizerine 3-amino benzohidrazid, 5-amino 2-metil benzohidrazid,
3-amino 5-metil benzohidrazid, 3-amino 4-nitro benzohidrazid ve 3-amino 2-metil
benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon kinetikleri detayli olarak incelendi. Bu

calismalarda kiivetteki inhibitor konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2, 4.6, 4.9, 4.12 ve 4.15 de
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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 1Csy degerleri bulundu. Karaturp POD enzimi i¢in bu

grafikler Sekil 4.4, 4.10, 4.12, 4.14 ve 4.16°da gosterildi.

Karaturp POD enzimi igin sirasiyla ICso degerleri 3-amino benzohidrazid igin; 0,560
mM, 5-amino 2-metil benzohidrazid igin; 0,845 mM, 3-amino 5-metil benzohidrazid
icin; 0,603 mM, 3-amino 4-nitro benzohidrazid i¢in; 0,841 mM ve 3-amino 2-metil
benzohidrazid i¢in; 0,959 mM olarak hesaplandi. Tiim molekiillerin ICsq degerlerinin

sonuglarina bakildiginda POD enzimi inhibitorii olabilecegi ortaya konuldu.

Inhibisyon tiplerini belirlemek amaci ile K; degerlerinin hesaplanmasi caligmalari
yapildi. Karaturp POD enzimi i¢in 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3
farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda aktivite Ol¢limii yapildi inhibitor
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3, 4.7, 4.10, 4.13 ve 4.16’da gosterildi. 3-Amino
benzohidrazid, 5-amino 2-metil benzohidrazid, 3-amino 5-metil benzohidrazid, 3-amino
4-nitro benzohidrazid ve 3-amino 2-metil benzohidrazid i¢in Lineweaver-Burk

grafikleri gizilerek inhibisyon ¢esitleri ve K degerleri bulundu (Lineweaver et al. 1934).

Karaturp POD enzimi iizerine denenen inhibitorlerin K; grafikleri Sekil 4.5, 4.11, 4.13,
4.15, ve 4.17°de gosterildi. Karaturp POD enzimi K; degerleri sirasiyla 3-amino
benzohidrazid i¢in 0,405 mM, 5-amino 2-metil benzohidrazid i¢in 0,952 mM, 3-amino
5-metil benzohidrazid i¢in 0,129 mM, 3-amino 4-nitro benzohidrazid i¢in 0,712 mM ve
3-amino 2-metil benzohidrazid i¢in 1,414 mM olarak grafiklerden yararlanilarak
hesaplandi. Boylece saflastirmada ligand olarak kullanilacak molekiillerin detayli
kinetik parametreleri ve inhibisyon tipleri ilk kez tespit edilmis oldu. Calisilan 3-amino
benzohidrazid tiirevi molekiillerin karaturp POD enziminin yeni inhibitorleri olarak
belirlendi ve inhibisyon etkisi gosteren bu molekiillerin her biri i¢in afinite jelleri

sentezlendi.
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CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriks, L-tirozin ise uzanti kolu olarak
kullanildi. Her bir inhibitorden 90 pmol madde alinarak Sepharose-4B-L-tirozin-3-
amino benzohidrazid, 5-amino 2-metil benzohidrazid, 3-amino 5-metil benzohidrazid,
3-amino 4-nitro benzohidrazid ve 3-amino 2-metil benzohidrazid jelleri hazirlandi.
Homojenatlar hazirlanan kolonlara tatbik edildi, A7 yliksek olan eluatlar birlestirildi ve

protein tayini yapildi.

Karaturp POD enzimi saflastirma tablolar1 Cizelge 4.1 ve 4.19°da gosterildi. Karaturp
POD enzimini saflastirmak ig¢in 3-amino benzohidrazid molekiilii ligand olarak
kullanildiginda sirastyla %11,9 verimle 246,6 kat, S-amino 2-metil benzohidrazid ile
%43 verimle 733,5 kat, 3-amino 5-metil benzohidrazid ile %6,09 verimle 221,2 kat, 3-
amino 4-nitro benzohidrazid ile %14,6 verimle 249,6 kat ve 3-amino 2-metil

benzohidrazid ile %21,4 verimle 172,5 kat saflastirma yapildi.

5-amino 2-metil benzohidrazid molekiilii ile yapilan saflagtirma calismalarinda karaturp
POD enziminde %43 verime ve 733,5 kat saflastirma katsayisina ulasilmistir. Afinite
teknigi kullanilarak karaturp POD enziminin saflagtirmada 5-amino 2-metil
benzohidrazid molekiiliiniin ligand olarak kullanilabileceginin olduk¢a 6nemli oldugu

belirlendi ve bu ¢alisma ilk defa tarafimizdan gergeklestirildi.

Karaturp POD enzimlerini kolon tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik
siddet parametreleri incelendi ve protein/gram-jel cinsinden karaturp POD enzimlerini
tutma kapasitesi belirlendi. Kapasite tayin islemlerinde en yiiksek verim ve saflastirma
katsayisina ulagilan kolon olan 5-amino 2-metil benzohidrazid jelinden 1 mL alinarak
dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alind1 ve daha dnceden
afinite ile elde edilen karaturp POD enzimleri ile doyuruldu. Enzimin fazlas1 yikama
tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan POD enzimleri uygun eliisyon
tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 bulundu. Jel kurutulup tartilarak mg
protein/gram-jel cinsinden POD enzimlerini tutma kapasitesi belirlendi (Arslan et al.
1996). Karaturp POD enzimi i¢in 15°C, pH 7,0 ve 0,4 M iyonik siddette kolon tutma
kapasitesi 1,17 mg/g jel olarak tespit edildi.
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Karaturp POD enzimlerinin saflagtirnlmasinda 5-amino 2-metil benzohidrazid ile
hazirlanan kolondan sicakligin kolon kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH
6,8’de 5, 10, 15, 20, 25 ve 30°C farklh sicakliklarda tutma kapasitesi belirlenerek (mg
protein/g jel basina) grafik edildi. Sekil 4.19 da goriildiigl gibi 15°C’de karaturp POD

enziminin jele baglanma kapasitesi maksimum 1,40 mg/qg jeldir.

Karaturp POD enzimleri igin 5-amino 2-metil benzohidrazid afinite jeline pH’nin
baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek amaci ile farkli pH’larda (pH 5,5 ile 9
arasinda) tamponlar kullanilarak en iyi pH i¢in sonuglar (mg protein/gram-jel basina)
Sekil 4.20’de grafik edildi. Buradan 5-amino 2-metil benzohidrazid afinite jeli i¢in
karaturp POD enziminin pH=7,0’da maksimum baglandig1 ve sirasiyla 1,66 mg/g jel

olarak belirlenmistir.

5-Amino 2-metil benzohidrazid afinite jeline Karaturp POD enzimlerinin baglanma
kapasitesine iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci ile enzimin optimum pH ve en
uygun baglanma sicakliginda denemeler yapildi ve bu iyonik siddet 0,2 M ile 0,5 M
arasinda degistirilerek, sonuclar grafikle gosterildi. Sekil 4.21°de goriildiigii gibi 0,40 M
iyonik siddet konsantrasyonunda karaturp POD enziminin 0,46 mg/g jel basma

baglanmanin maksimum oldugu tespit edildi.

Saflagtirilan karaturp POD enzimlerinin safligin1 ve molekiil agirliklarini belirlemek
icin SDS-PAGE yapildi. Sekil 4.3 ve sekil 4.18’de karaturp POD enzimi i¢in SDS-
PAGE fotografi gosterildi ve molekiil agirlig1 47 kDa olarak hesaplandi.

Sonug¢ Olarak;

3-Amino Benzoat molekiilleri temin edilerek; 3-Amino benzohidrazid, 3-Amino 5-
metil benzohidrazid (5), 5-Amino 2-metil benzohidrazid (6), 3-Amino 4-nitro
benzohidrazid (7) ve 3-amino 2-metil benzohidrazid (8) molekiillerinin sentezi yapildi

ve Karaturp POD enzimi iizerine inhibisyon etkileri incelendi. Calisilan bes molekiiliin
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enzimin yeni, doniisiimlii ve etkili inhibitér oldugu tespit edildi ve afinite kolonunda

ligand olarak kullanilma potansiyelleri ortaya konuldu.

Bu molekiiller kullanilarak afinite jelleri hazirlandi, Karaturp POD enzimleri herbir
kolondan tek basamakta saflastirildi. Karaturp POD enzimlerinin saflastirilmasinda; 5-
Amino 2-metil benzohidrazid molekiiliiniin ¢alisilan molekiiller igerisinde en etkili
ligand oldugu belirlendi ve POD enziminin saflastirma katsayilarinin, literatiirde olan
calismalardan ¢ok daha kisa siirede ve tek kademede daha yiiksek oldugu tespit edildi.
Bu c¢aligmada ligand olarak kullandigimiz 5-Amino 2-metil benzohidrazid
molekiiliiniin ucuz maliyette ve yiliksek verimde karaturp POD enzimlerini saflastirdigi
ve diger bitki peroksidazlarini da saflagtirmada kullanilma potansiyelinin oldugu

sliteratire kazandirildi.
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