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OZET

Doktora Tezi

BITKISEL KAYNAKLARDAN PEROKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI ve
RASEMIK HIDROPEROKSIDIN ENANTIYO SECIMLi INDIRGENMESI

Ramazan KALIN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Calismanin birinci béliimiinde ¢esitli bitki kaynaklarindan (beyaz turp, kirmizi turp, alabas turp,
tatl turp, japon turpu, kara lahana, mor lahana, kirmizi pancar, yer elmasi ve zencefil) hazirlanan
peroksidaz homojenatlar1 ile guaiakol varliginda rac-(1-hidroperoksietil)benzenin kinetik
rezoliisyonu gergeklestirildi. Reaksiyonlarin stereokimyasal sonuglart kiral OD kolunu
kullanilarak HPLC ile belirlendi. Elde edilen sonuglara gore olusan (R)-alkollerin %60-92 ve (S)-
hidroperoksidin ise %76-99 araliginda degisen ee degerlerine sahip olduklari tespit edildi.

Calismanin ikinci kismunda peroksidaz enzimi alabas turp (Brassica oleracea L. Var.
Gongylodes) ve kara lahana kokiinden (Brassica oleracea L. Var. Acephala) 4-
aminobenzohidrazit molekiiliiniin ligant olarak kullanildig: afinite kromatografisi teknigi ile ilk
kez saflagtirildi. Saflastirilan enzimlerin safliklar1 ve molekiil kiitleleri SDS-PAGE yontemiyle
belirlendi. Alabas turp ve kara lahana kokiinden saflastirilan peroksidaz enzimlerinin saflagtirma
sonuglar1 ve molekiil kiitleleri sirasiyla alabas turp igin %35,7 verimle 257,4 kat ve 58,2 kDa,
kara lahana kokii i¢in ise %37,2 verimle 313,4 kat ve 73,4 kDa olarak bulundu. Saflastirilan
alabag turp ve kara lahana kokii POD’lar igin optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum
sicaklik, guaiakol ve HO substratlarinin Km ve Vmax degerleri tespit edildi. Son olarak
saflagtirilan POD’lar iizerine ligant olarak kullanilan 4-aminobenzohidrazit molekiiliiniin
inhibisyon parametreleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gore ICsp degerleri alabas turp POD i¢in
507,1 uM Kkara lahana kokii POD igin ise 476,7 uM olarak bulundu. K;degerleri alabas turp i¢in
741,3483 uM, kara lahana kokii igin ise 342,374 uM olarak hesaplandi.

2018, 106 sayfa

Anahtar Kelimeler: Peroksidaz, hidroperoksit, alkol, kiral, kinetik rezoliisyon, afinite
kromatografisi, 4-aminobenzohidrazit, enzim saflastirma
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PURIFICATION OF PEROXIDASE ENZYME FROM PLANT SOURCES AND
ENANTIOSELECTIVE REDUCTION OF RACEMIC HYDROPEROXIDE

Ramazan KALIN

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

Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

In the first part of the work, kinetic resolution of rac-(1-hydroperoxideethyl)benzene in the
presence of guaiacol was performed with peroxidase homogenates prepared from various plant
sources (white radish, red radish, kohlrabi radish, sweet radish, japanese radish, black cabbage,
purple cabbage, red beet, ground apple and ginger). The stereochemical results of the reactions
were determined by HPLC using chiral OD column. According to the results, it was determined
that (R)-alcohols have ee values ranging between 60-92% and also the same values ranges
between 76-99% in (S)-hydroperoxide.

In the second part of the study, the peroxidase enzyme was purified for the first time by affinity
chromatography using the 4-aminobenzohydrazide molecule as a ligand from kohlrabi radish
(Brassica oleracea L. Var Gongylodes) and black cabbage root (Brassica oleracea L. var
Acephala). The purity of purified enzymes and molecular masses were determined by SDS-
PAGE. The purification results and molecular masses of the peroxidase enzymes purified from
kohlrabi radis and black cabbage root were found to be 257.4 times with a yield of 35.7% and
58.2 kDa for alabas and 313.4 times with a yield of 37.2% and 73.4 kDa for black cabbage,
respectively. Optimum pH, optimum ionic strength, optimum temperature, Ky, and Vmax values of
guaiacol and H,0, substrates were determined for purified kohlrabi radish and black cabbage root
PODs. Finally, the inhibition parameters of the 4-aminobenzohydrazide molecule used as a ligand
on purified PODs were determined. ICso values were found to be 507.1 uM for kohlrabi radis
POD and 476.7 uM for black cabbage root POD. K values were calculated as 741.3+83 uM for
kohlrabi radish and 342.3+74 uM for black cabbage root.

2018, 106 pages

Keywords: Peroxidase, hydroperoxide, alcohol, chiral, kinetic resolution, affinity
chromatography, 4-aminobenzohydrazide, enzyme purification
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ABTS . 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
BSA : S1gir serum albumin

CNBr : Siyanojen bromiir

DEAE : Dietilaminoetil

dk : Dakika

E.C. : Enzim kod numarast

EDTA : Etilendiamin tetra asetik asit

ee : Enantiyomerik agirilik

ekv. : Ekivalent

EU : Enzim iinitesi

€ : Molar ekstinksiyon kat sayisi

HPLC : Yiiksek performansl sivi kromatografisi

HRP : Bayir turpu peroksidaz (Horseradish peroxidase)

I : Inhibitor

ICs0 : Enzimin aktivitesini yartya diisiiren inhibitér konsantrasyonu
kat. : Katalizor

kDa : Kilodalton

Ki : Enzim inhibitoér kompleksinin ayrisma sabiti

Km : Maksimum hizin yarisina neden olan substrat konsantrasyonu
Mk : Molekiil kiitlesi

NMR : Niikleer manyetik rezonans

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi

POD : Peroksidaz

rac : Rasemik

ROT : Reaktif oksijen tiirii

S : Substrat

SDS : Sodyum dodesilsiilfat

TEMED : N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin

TLC : Ince tabaka kromotogtafisi

Tris : Trihidroksimetil amino metan

uv . Ultraviyole

\Y : Enzimatik reaksiyon hizi

Vmax : Enzim aktif bolgesinin tamaminin substratla doldugu andaki hiz
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1. GIRIS

1.1. Stereokimya

Evrende 6zellikle de canli metabolizmasinda ger¢eklesen kimyasal faaliyetler molekiiller
arasindaki li¢ boyutlu etkilesmelerin bir sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kimya
biliminin bir alt disiplini olan stereokimya, molekiillerin yapisin1 ve bu molekiilleri
meydana getiren atom veya gruplarin uzaydaki ti¢ boyutlu (uzaysal) diizenlenmeleri ve
bu diizenlemeler sonucunda ortaya ¢ikan farkliliklar1 inceleyen bir bilim dalidir. On ek
olarak stereo ii¢ boyutlu anlamimi geldiginden stereokimya 3D kimyasi olarak da

bilinmektedir (Karadeniz 2007; Malyemez 2015).

Kiralite, bilimin birgok alaninda énemli olan bir asimetri 6zelligidir. Ik kez 1874 yilinda
birbirlerinden bagimsiz olarak calisan kimyacilar Hollandal1 Van’t Hoff ve Fransiz Le
Bel bir karbon atomuna farkli dort atom veya grubun baglanmis oldugu molekiillere kiral
molekiiller adin1 vermislerdir. Bu sekildeki karbon merkezi stereojenik merkez olarak
tanimlamiglardir. Ayni zamanda stereojenik merkez; asimetrik merkez, kiral merkez veya
stereomerkez gibi farkli adlandirmalar seklinde bilinmektedir. Birbirlerinin ayna
gortntiileri olan molekiillere kiral molekiiller denir. Kiralin kelime anlam1 Yunancada el

anlamia gelen “cheir” kelimesinden gelmektedir (Isbakan 2006).

Eski yunanca da esit anlamina sahip “isos” ve par¢a anlamia sahip ‘“meros”
kelimelerinin bir araya gelmesi sonucu olusan izomer kavrami; ayni kimyasal formiile
sahip olan ancak agik yapilar1 farkli olan bilesiklere denir. izomerlerin siniflandiriimasi
asagidaki gibidir (Sekil 1.1).



Izomerler

Yapi izomerleri Stereoizomerler

Diasteromerler Enantiyomerler

Sekil 1.1. Izomerlerin siniflandirilmasi

1.1.1. Yap1 izomerleri

Ayni molekiil formiilii ile gosterilen fakat atomlarin birbirlerine farkli bir diizen ile
baglanmasi sonucu meydan gelen iki ya da daha fazla farkli bilesiklere yap1 izomerleri
denir. Bu sekilde olusan izomerlerde atomlarin birbirine baglanma siralar1 farklidir. Her
hangi bir bilesikte islevsel bir grubun molekiile farkli konumlarda baglanmasi yapi
izomerisine sebep olmaktadir. C3HgO kapali1 formiiliine sahip bir bilesigin li¢ yap1 izomeri

asagidaki gibidir (Sekil 1.2) (Fessenden et al. 2001).

OH
OH ~..-CH
H3C/\/ H3C)\CH3 H,C o 3
1-Propanol 2-Propanol Etil metil eter

Sekil 1.2. C3HgO’nun yap1 izomerleri



1.1.2. Stereoizomerler

Ayn1 atomlardan veya gruplardan olusan ve birbirlerine ayn1 sira ile baglanmis olan,
ancak uzaydaki {i¢ boyutlu yapilar1 farkli olan molekiillere stereoizomer denir. Molekiil
ve ayna goriintiisii ayni olan stereoizomer ¢iftlerini bazi durumlarda kimyasal
tepkimelerde ayirt etmek miimkiin olmayabilir. Fakat molekiiliin fiziksel 6zellikleri

incelendigi zaman bu bilesikler arasindaki farklar tanimlanabilmektedir (Aklan 2007).

Stereizomerler iki gruba ayrilmaktadirlar.

«» Diastereomerler

% Enantiyomerler

1.1.2.a. Diastereomerler

Kimyasal yapilar1 ayni olan fakat ti¢ boyutlu uzaydaki konfigiirasyonlar1 farklilik
gosteren, ayna goriintiileri birbirinin aynis1 olmayan stereoizomerlere diastereomerler
denir. Bu yapilar, bir bilesik icerisinde birden fazla stereo merkez var oldugu zaman
karsimiza ¢ikan izomerik durumlardir. Diastereomerlerin kiral olan veya olmayan
ozellikleri birbirlerinden farkliliklar gosterebilirler. Yalmizca tek bir kiral merkezde
meydana gelen degisiklige sahip diastereomerler genel olarak epimerler seklinde

tanimlanmaktadir (Soyer 2007).

Diastereomerler; geometrik izomerlik ve konformasyon izomerligi olmak {izere kendi
icerisinde iki farkli gruba ayrilmaktadir. Bilesiklerdeki degismezlik anlamina gelen
geometrik izomerlik, ayni zamanda yapica izomerlik, E-Z izomerlik ve cis-trans
izomerligi gibi isimlendirmelerle ifade edilmektedir. Bu tiir izomerler her hangi bir
bilesikteki fonksiyonel gruplarin oryantasyonunu tanimlamaktadir. Sadece iki molekiil
siifinda bu yapilar goriiliir. Bunlar; halkali molekiiller ve alkenlerdir. Latince de “cis”
ayn1 yonde anlamindayken, “trans” ise diger yonde (farkli yonde) anlamina gelmektedir

(Sekil 1.3) (Fessenden et al. 2001).



Br Br Br H
H H H Br
cis-1,2-Dibromoectilen trans-1,2-Dibromoetilen

Sekil 1.3. 1,2-Dibromoetilenin cis ve trans gosterimi

Diastereomerler, ayni kimyasal tepkimeleri gerceklestirebilirler. Optikge aktif olan
molekiillerle diastereomerlerin vermis olduklar1 reaksiyon hizlarinda énemli derece de
farklilik goriinmektedir. Farkli biyolojik aktivitelere sahiptirler. Fiziksel metotlar
kullanilarak birbirlerinden kolaylikla ayristirilabilirler.

Diastereomerlerin; diizlem polarize 15181 ¢evirme yonleri, kaynama noktalari,
¢Oziiniirliikleri, erime noktalari, diizlem polarize 15181 ¢evirme acilari birbirlerinden
farklidir. Ozetle diastereomerler sanki birbirinden bagimsiz iki farkli molekiilmiis gibi

ozellik gosterirler (Solomons and Fryhle 2002; Aklan 2007).

1.1.2.b. Enantiyomerler

Bir 151k kaynagindan gelen 151k demeti polarizor adindaki bir cihaz igerisinden gegirilmesi
sonucu 1s1k dalgalarinin sadece bir diizlemde titresmesi saglanmaktadir. Bu tiir 1s1klara
diizlem polarize 151k denilmektedir. Optikce aktif olan bilesikler polarize 151k diizlemini
belirli bir agida ¢evirebilirler. Elde edilen bu agiya optik donme acist denir. Bir molekiiliin
optikge aktiflik ozelligine sahip olabilmesi i¢in kiral ya da enantiyomerlerden birinin
oraninin digerinden daha fazla olmas1 gerekir. Optik olarak aktif olan biitiin molekiillerin
optik ¢evirme acis1 o molekiil i¢in spesifiktir ve maddeler i¢in ayirt edici bir 6zelliktir.
Sicakliga ve 151k cinsine gore degisiklik gosteren bir maddenin ¢evirme agisi, teorik bir
sekilde hesaplanamaz. Ancak polarimetre cihazlar1 yardimiyla 6lgiilebilmektedir (Atkins
and Carey 1997; isbakan 2006).



Bir bilesigin sahip oldugu atomlarin sayisi, tiirii ve baglanma sekilleri ayn1 ancak {i¢
boyutlu uzayda diizenlenme sekilleri birbirlerinden farkli olan yapilara enentiyomerler
denir. Bu tiir yapilarda enantiyomerlerin ayna gorlntiileri bir biri {izerine

cakismamaktadir (Sekil 1.4).

Diasterecomer
Diastereomer
l Ayna Diastereomer . l Ayna l
Y
H H H H
Ph = MC Me:?EPh Phj:Me Meiph
Me” - “Cl ClI”="M Cl”:"M =
i a e = e Me i Cl
(D (ID (I1IT) (Iv)
t } t 4
Enantiyomer Enantiyomer
(Ayna Goriintiisii) (Ayna GoOriintiisii)

Sekil 1.4. Enantiyomer ve diastereomer gosterimi

Optik olarak aktif olan her molekiiliin iki tane enantiyomeri bulunmaktadir. Bu
molekiillerin optik dondiirme agilari rakam olarak ayni fakat ¢evirme agi isaretleri (+ veya
-) z1t igaretlerle gosterilmektedirler. Ayn1 zaman da Chan-Ingeld-Prelog adlandirmasina
gore bir tanesi (R) ile digeri ise (S) enantiyomerik konfigiirasyon seklinde verilmektedir

(Bakis 2007).

Kiral olarak farklilik gdstermelerine ragmen enantiyomerlerin, kaynama ve erime
noktalari, ¢oziintirliik, yogunluk ve bir¢ok spektroskopik datalar1 gibi fiziksel 6zellikleri
aynidir. Ancak fiziksel metotlar kullanilarak bu enantiyomerleri birbirinden ayirmak ¢ogu

zaman miimkiin degildir.

Enantiyomerler farkli biyolojik aktivitelere sahiptirler. Bu durumun ortaya g¢ikma

sebepleri arasina enentiyomerlerin ii¢ boyutlu uzaydaki diizenlenmeleri ve diger kiral



bilesiklerle etkilesmelerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Solomons and Fryhle
2002, Aklan 2007).

Molekiiler diizeyde simetrinin biyolojik olaylara egemen olmasindan dolay1 kiralitenin
biyolojik aktivitedeki 6nemi artmaktadir. Biyoaktivitenin olabilmesi i¢in kiralite olmasi
gerekmektedir. Fakat kiral merkeze sahip olan biyoaktif bilesiklerdeki enantiyomerlerin
gostermis olduklar1 aktivitelerde biiyiik oranda farkliliklar meydana gelmektedir. Bu
durum ilag, tarim ve gida gibi sektorlerde endiistriyel olarak kullanilan biitiin biyoaktif
molekiilerde karsimiza ¢ikmaktadir. Canli metabolizmasinin molekiiler bilesenleri de
genelde kiral olduklarindan dolay1 kiralite olgusu bu bilesiklerin biyoaktif maddelerle
vermis olduklar1 reaksiyonlarda etkin bir rol oynamaktadir (Sheldon 1993). Ozellikle
ilaclar da biyolojik olarak bir enantiyomer aktiviteye sahip iken diger enantiyomer aktif
olamayabilir. Hatta cogunlukla toksik bir etki dahi gostermektedir. Bu yiizden ilag
endiistrisinde enantiyomerik saflikta iiriinler sentezlemek biiyiik bir onem arz etmektedir

(Kordikowski et al.1998).

Esit oranlarda enantiyomer bulunduran ¢ozeltilere rasemat denir. Her iki enantiyomeri
iceren bir c¢ozeltiden enantiyomerlerin saf bir sekilde elde edilmesi olayina da

“rezoliisyon” denir. Rezollisyon islemleri agagidaki gibi bes grupta siniflandirilabilir.

X/

% Enantiyomerleri kristallendirerek ayirma

X3

% Rasematin asimetrik transformasyonu

X3

% Dinamik kinetik rezoliisyon

RS

» Enantiyomerleri diastereomerlere doniistiirme

RS

» Kinetik rezoliisyon

Enantiyomerik olarak zenginlestirilmis veya enantiyomerik safliga sahip molekiillerin
sentezlenmesinde kullanilan yontemler genellikle baslangi¢ maddeleri olan prokiral
substratlar, kiral substratlar ve rasemik karisimlarin tiiriine gore lic guruba ayrilmaktadir.

(Sekil 1.5 ) (Ghanem and Aboul-Enein 2004).
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Sekil 1.5. Enantiyomerik olarak saf molekiillerin elde edilme yontemleri

1.2. Enzimler

Canlilarin yasami i¢in iki ana kosul vardir. Bir, hayatin1 devam ettiren varliklar kendi
kopyasin1 yapabilme yetenegine sahip olmalidir. ki, organizmalar yeterince ve spesifik
olarak kimyasal tepkimeleri katalizleyebilmelidir. Biyolojik sistemlerde katalizor olarak
gorev yapan enzimler; metabolizmadaki tiim islemler sonucunda degismeden
reaksiyonlarin hizin1 artiran, enerjinin bir formunu baska forma donilistimini

gergeklestiren, protein yapisindaki biyolojik materyallerdir (Nelson and Cox 2004).

Enzimler etkilerini iki farkli sekilde gosterirler. Birincisinde; katalizleme reaksiyonu
esnasinda meydana gelen enerji degisimi agisindan degerlendirilir. Katalizlenmis
reaksiyondan farkli olarak enzimler, enerji acisindan tercih edilen alternatif bir reaksiyon
yolu saglarlar. Ikincisinde ise aktif merkezin kimyasal acidan katalizleme isini nasil

gerceklestirdigi aciklanir.
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Sekil 1.6. Bir enzimin TAS# bariyerini azaltma yollart

a) Sudaki entropi diisiisii reaktantlarin siralanmasi ile baskin hale gelirse, enzim bu engeli substrat enzim
lizerinden geger. Reaksiyon entropi disiisii olmaksizin devam eder. b) Coziicli reorganizasyonu ile suda
TAS+ baskin halde ise; enzim aktif merkezinin pre-organizasyonu ile engeli ortadan kaldirir. Bu noktada
baglanma entropisinin aktivasyon entropisi ile iliskilendirilmesine gerek yoktur (Aqvist et al. 2017).

Biitiin canli organizmalar tarafindan iiretilen ve katalitik RNA molekiilleri hari¢ protein
yapisinda olan enzimler, sayisiz biyokimyasal reaksiyonlar i¢in katalizor olarak gorev
yaparlar. Enzimler sadece in vivo sartlarda biyolojik katalizor olarak degil ayni1 zamanda
in vitro sartlarda endiistrinin bir¢ok alaninda gesitli reaksiyonlar igin katalizér gorevi
tistlenirler (Jegannathan and Nielsen 2013). Bu zamana kadar bilinen yaklasik 5500
enzim bulunmaktadir. Enzimler katalizledikleri reaksiyon tiirlerine gore alt1 ana sinifa

ayrilirlar (Cizelge 1.1) (Keha ve Kiifrevioglu 2009).



Cizelge 1.1. Enzimlerin siiflandirilmasi ve biyokimyasal fonksiyonlar1

Enzim Simifi Biyokimyasal Fonksiyonu

Substratlar arasindaki Redoks (indirgenme-yiikseltgenme)
reaksiyonlarini katalizler
Hidrojen (H) atomu disindaki Karbon (C), Fosfor (P) ve
Transferazlar Azot (N) ihtiva eden gruplarin bir molekiilden diger bir
molekiile transferini katalizler
Ester, eter, peptit, glikozid, asit anhidrit, C-C, C-halojeniir
Hidrolazlar veya P-N gibi kimyasal baglara su sokarak baglarin
parcalanmasini saglayan hidroliz reaksiyonlarini katalizler
Hidroliz reaksiyonlarindan farkli bir mekanizma kullanarak
Liyazlar substratlardan gruplarin uzaklastirildigi ve ¢ift baglarin
olusturuldugu reaksiyonlar1 katalizler
Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirlerine

Oksidorediktazlar

I doniistiiriildiigl reaksiyonlari katalizler
ATP ve GTP gibi enerji agisindan yiiksek enerjili fosfatli
Ligazlar molekiillerden fosfat bagmin parcalanmasi ile agiga ¢ikan

enerjiyle iki molekiiliin birbirine baglandigi reaksiyonlari
katalizler.

Enzimlerin en oOnemli Ozellikleri ¢ok spesifik ve giigli katalizor olmalardir.

Biyokatalizorler geleneksel kimyasal katalizorlere gore bir¢cok avantaja sahiptir. Bunlar;

% Yenilenebilir kaynaklardan elde edinilebilirlik
% Biyolojik bozunabilirlik
¢ Nispeten iliml pH ve sicaklik kosullarinda ¢alisabilme 6zellikleri

% Hem substrat hem de iiriin stereokimyasinda segicilik

Enzimler tip, ilag, gida isleme, kozmetik, kimya endiistrisi, tarim, biodizel tiretimi, tekstil,
deterjan, hayvan yemi liretimi ve enerji de dahil olmak iizere gesitli alanlarda kullanilirlar

(Jemli et al. 2016).
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1.3. Peroksidazlar (POD)

Peroksidazlar, c¢esitli organik ve inorganik bilesiklerin yiikseltgenmesi ve hidrojen
peroksit gibi peroksitlerin indirgenmesi gibi bircok reaksiyonu katalizleyen bir
oksidorediiktazdir. Bir baska deyisle redoks (indirgenme-ylikseltgenme) tepkimelerini
katalize eden enzim sinifin da yer alan bir enzimdir (Bansal and Kanwar 2013).
Peroksidaz enzimi International Union of Biotechnology (Uluslararas: Biyoteknoloji

Dernegi) tarafindan E.C 1.11.1.7 seklinde verilmis olan bir kod numarasina sahiptir.

Bayir turpundan (HRP) saflastirilan peroksidaz enziminin {i¢ boyutlu yapisi incelendigi
zaman, prostetik grubu olarak hem (ferriprotoporfirin IX) grubuna sahip bir holoenzim
oldugu goriilmektedir (Welinder and Smillie 1972). HRP’de 8 asparagin rezidiisiine bagli
sekiz notr karbohidrat yan zincirine sahip 308 amino asit kalintis1 bulunmaktadir. Ayrica
iki kalsiyum atomu hem bdlgesine distal ve proksimal pozisyonlarda olacak sekilde
yerlesmistir. HRP’nin karbohidrat kismi, tim molekiil agirhigin yaklasik % 18'ini
olusturmaktadir. Prostetik grup olarak hem grubu; bir tanesi proksimal pozisyonda
histidin 170, digeri ise distal pozisyonda histidin 40 olmak iizere 2 tane histidin rezidiisii

ile koordineli bir sekilde enzimin aktif merkezinde bulunmaktadir (Ngo 2010).

Ana kaynak olarak mantarlarda, bitkilerde, bakterilerde ve hayvanlarda bulunan hem
peroksidazlari; birbirini izleyen benzerligin 1s18inda asagidaki gibi iki ana sinifta

ayrilmaktadirlar (Rompel et al. 2007).

% Mantar, bitki, ve bakteri peroksidazlari

¢ Hayvan peroksidazlar

Bitki peroksidaz tist familyasi kendi arasinda 3 sinifa ayrilmaktadir (Cizelge 1.2) (Hiraga
et al. 2001).
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Cizelge 1.2. Peroksidaz familyasinin siiflandirilimasi

Siiper Aile Enzim Kaynak Molekiiler Kiitle (kDa)
Eosinophill
Peroksidaz Hayvan 50-75
Laktoperoksidaz Hayvan 78-85
Hayvan Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Peroksidazlari Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110
Glutatyon Hayvan 6-22
Peroksiaz Bitki 75-112
Prostaglandin
Endoperoksit Hayvan 115-140
Sentaz
Katalaz Katalaz Haggeh, Bilg 140-530
Mantar, Maya
Bitki Sitglfgghn Maya, Bakteri 32-63
. Peroksidaz
Peroksidazlari Katala
(Smf I) ) Bakteri, Mantar 150-240
Peroksidaz
Bitki
Peroksidazlari P'z\rsglgsrikégz Bitki 30-58
(Sif 1)
Mangan
Bitki Peroksidaz Mantar 43-49
Peroksidazlari Ligninaz Mantar 40-43
(Smuf IIT) - -
Peroksidaz (POD) Bitki 28-60

Bitkisel kaynaklarda peroksidaz enzimleri kismen hiicre duvarina bagh olarak ¢6ziinmez
halde, kismen de sitoplazma da ¢6ziinmiis olarak bulunabilmektedir. Ancak genel
anlamda hiicrenin tiim kompartimanlarinda ve organellerinde fizyolojik sartlara gore
degiskenlik gosteren miktarlarda ve aktivitelerde tespit edilmistir (Akyol 2004;
Cemeroglu 2011).

POD; H20: varliginda hem organik hem de inorganik substratlarin oksidasyonunu
katalizlemektedir. Buna ek olarak hidrokinonid aminler, fenoller ve hidrokinonlar gibi
fenolik olan veya olmayan bircok organik molekiilin dehidrogenasyonunu

gerceklestirmektedir. Bu tiir organik molekiillere; 2-toluidin, 4,4'-diaminodifenilen amin,
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l6komalasit yesili, propiyonil promozin, o-tolidin, 2-kresol, benzidin, ve bazi azo boya

tiirevleri ornek olarak verilebilir (Fodil et al. 2012).

Peroksidaz enzimi tarafindan o-dianisidin, guaiakol, ABTS, katekol, pirogallol gibi
aromatik molekiiller substrat olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.7). POD aktivitesi 6lgmede
kullanilacak olan ideal bir indirgeyici substrat, miimkiin oldugunca asagidaki 6zelliklere

de sahip olmalidir (Kampis et al. 1984; Robinson et al. 1987; Ngo 2010).

X/

¢ Kimyasal stabilitesi yiiksek olmali

s Kanserojen olmamali

¢ Tanimlanmis bir oksidasyon iiriinii olmali

¢ POD ile oksidasyonu ¢ozeltinin pH'sindan bagimsiz olmali

¢ Reaksiyon iirlinlari kolaylikla 6l¢iilebilmeli

¢ Suda ¢o6ziiniirliigi 1yi olmal

+“* 500 nm'den daha biiyiik dalga boyunda maksimum absorpsiyona sahip oksidasyon

tirtinlerinin yiiksek ekstiksiyon katsayisi olmali
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Sekil 1.7. Yaygin olarak kullanilan peroksidaz substratlar

H20> varliginda POD tarafindan katalizlenen tepkimeler birka¢ basmakta gerceklesen
olduk¢a kompleks reaksiyonlardir. Bu yiizden bu tepkimeleri basit bir sekilde gostermek
icin agagidaki gibi genel bir denklem verilmektedirler (Van Huystee 1987).

POD
H,0, + AH, > 2H,0 + A

Sekil 1.8. Peroksidaz enziminin katalizledigi kimyasal reaksiyon

Biyolojik sistemlerde metabolik olaylar esnasinda oksitleme ozelligine sahip H20>
molekiilleri olusmaktadir. Metabolizma i¢in olduk¢a zararli olan bu molekiil hizl1 bir
sekilde su molekiillerine indirgenerek zararsiz bir iiriin haline getirilmelidir. Bu iglem

hiicre igerisinde katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan 6zellige sahip enzimler tarafindan
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gerceklestirilmektedir. Canli  metabolizmasindaki H»O» seviyesi peroksizomlarda
katalazlar tarafindan kontrol edilirken, hiicrenin diger kompartimanlarinda bu gérev POD

enzimleri tarafindan gerceklestirilmektedir (Halliwell 1984).

POD biyokimyasal agidan farkli 6zellikleri bulunan birden fazla izoenzime sahiptir. Bu
farkliliklar enzimin optimum pH, substrat ilgisi, spesifik aktivite, kofaktorler ve

inhibitorlere karsi tutumu gibi biyokimyasal 6zelliklerden kaynaklanmaktadir.

Protein yapilari, enzimatik reaksiyonlar ve enzim fonksiyonu c¢aligmalarinda
peroksidazlar sik stk model enzim olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak bu kadar ¢cok
tercih edilmelerinin sebepleri arasina; enzimler i¢in sikintili olan artan sicakliklarda stabil
olmasi ve aktivitelerinin basit kromojenik yontemlerle kolayca olgiilebilmesi verilebilir

(Hiraga et al. 2001).

Biyolojik c¢aligmalarda substrat olarak guaiakolun ilk defa kullanimi 1809 yilinda
yapilmis olan bir renk reaksiyonudur. Ancak bu durum bundan yaklasik olarak 100 yil
sonra peroksidaz terimi ile bagdastirilmistir. 100 yil sonra gelen bu bagdastirma ilk kez
bayir turpundan (HRP) saflastirilan peroksidaz enzimi i¢in yapilmistir. Daha sonralari
yapilan c¢aligsmalar neticesinde peroksidaz substrati olarak kullanilan guaiakoliin
yiikseltgendigi reaksiyon mekanizmasi aydinlatilmistir. Reaksiyon mekanizmasina gore
guaiakoliin yiikseltgenmesi sonucu renkli 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon bilesiginin
olustugu tespit edilmistir (Sekil 1.9) (Doerge et al. 1997).
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Sekil 1.9. Guaiakoliin yiikseltgennme mekanizmasi (Van Huystee 1987)

Peroksidaz enziminin reaksiyon mekanizmasinin aydinlatilmasi kapsaminda yapilan
calismalar neticesinde H>O2’nin suya indirgendigi ve substrat olarak kullanilan
guaiakoliin yiikseltgendigi reaksiyon mekanizmasinin 3 basamakta gerceklestigi ileri
stiriilmiistiir. Reaksiyonun birinci basamaginda; peroksidaz enzimi peroksitin bir
ekivalentiyle tepkimeye girerek bilesik I olan Fe(IV) igeren porfirin katyon radikalini
olusturur. Meydana gelen tepkime H2O2’nin suya indirgendigi ve enzimin yiikseltgendigi
bir redoks reaksiyonudur. Ikinci basamakta bilesik I (katyonik radikal hali) Fe(I1V) haline
indirgenmek i¢in ortamda bulunan substrattan bir proton alir. Bir protonunu kaybeden
substrat boylece radikalik hale doniisiir. Bunun sonucunda olusan bilesik II merkezinde
oksiferril olan bir porfirindir. Ugiincii ve son basamakta ise ortamda bulunan substrattan
tekrar bir proton koparan bilesik II indirgenerek tekrar ilk durumdaki eski haline geri
doner. Ortamda bulunan ve bir protonlarim1 kaybetmis radikalik formdaki substratlar

birbirleriyle etkileserek polimerizasyon reaksiyonlari verirler (Sekil 1.10) (Veitch 2004).
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Sekil 1. 10. Peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme mekanizmast

Bitkilerdeki metabolik olaylarin gergeklesmesinde peroksidazlar énemli fonksiyonlar

iistlenmislerdir. Bunlar;

% POD reaksiyonlar1 sonucu meydana gelen hidroksil radikalleri tohumdaki
kabugun parcalanmasini ve hiicre ¢ogalmasina yardimci olmaktadir. Bdylece
peroksidazlar tohumun ¢imlenmesi siiresince koruyucu olarak gorev yapmaktadir
(Passardi et al. 2004).

% Hiicre duvarlarinin igyapisinda meydana gelen degisiklikler POD tarafindan
gergeklestirilen hidroksilik veya peroksidatif dongiiler ile meydana gelmektedir.
Buda hiicre uzama siireci ve hiicre duvari yumusamasinin peroksidazlar ile iligkili
olabilecegini gostermektedir (Passardi et al. 2004).

% Peroksidazlar; patojen saldirisi, yaralanma ya da birgok olumsuz cevresel
faktorler gibi dig etmenlere karsi cevap olarak bazi tepkiler gosterirler. Bu
tepkileri gosterirken fenolik yapidaki molekiillerin ¢capraz olarak baglanabilmesi

icin gerekli olan On sart hiicre duvarindaki H202 varligin1 kontrol altinda

tutabilmektir (Passardi et al. 2004).
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¢ Hicre duvari POD’lari, makromolekiillerin polimerizasyonu gerceklestirerek
ekstraselliiler yiizeyde birikmelerini saglamaktadir. Bu sayede patojen istilast ve
hiicre genislemesi siirlandirilarak hiicre duvari kuvvetlendirilir ve bitki gévdesi
yapisal olarak desteklenmis olur (Hiraga et al. 2001).

¢ Peroksidazlarin oksinin inaktivasyon islemi ile oksidatif dekarboksilasyon
gerceklestirmesi oksin metabolizmasinda da gorev aldigmi gostermektedir
(Hiraga et al. 2001).

* Peroksidazlarin patojenlere kars1 savunma da Onemli gorevler aldigi
bilinmektedir. Bu gorevlerden ilki hidroksiprolin, suberin ve lignince
zenginlestirilmis glikoproteinleri ihtiva eden hiicre duvart fiziksel yapisini
kuvvetlendirmek. Ikincisi antimikrobiyal ajan ya da sinyal arac1 olarak reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimini artirmak. Son olarak ise fitoaleksinlerin
tiretilmesini artirmaktir (Kay and Basile 1987).

% Yiiksek oranlardaki hidrojen peroksit konsantrasyonlarimi diisiiriirken siiper oksit
radikali konsantrasyonlarini artiran peroksidazlar yaslanmayi tesvik ettigi ortaya
¢ikmaktadir. Bu da POD’larin bitki dokularinda yaslanma ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Kawano 1998)

¢ Peroksidazlar; hiicre duvari yumusamasindan kaynaklanan hiicre genislemesini
onlemek i¢in sert ekstensin ¢apraz baglari meydana getirirler (Brownleader 2000).

% Biitin organize meristemlerde bulundugu belirlenmis POD’lar bitkilerde
organogenezde de rol oynadigi saptanmistir. Bunun yani sira peroksidazlarin;
ligninlesme, hiicre boliinmesine yardimei olma, yaprak ve stamen gelisim, aksial
organizasyonunun saptanmasi, trakeal elementlerin biiyiimesi ve kallus olugumu
ile iligkili oldugu belirlenmistir (Kay and Basile 1987).

% Peroksidazlar, FADH;, NADPH ve NADH gibi indirgeme ozelligine sahip

ajanlardan elektronlar1 oksijene transfer ederek oksidant olarak gérev yapabilirler.

Bu sayede peroksidaz aktivitesi H2O. ve O; iiretimi neticesinde sonuglanmis olur

(Minibaeva and Gordon 2003).

Ayn1 zamanda yukarida anlatilanlardan farkli olarak POD’lar; fenolik bilesik
oksidasyonu (Fry 2004), reaktif azot tiirlerinin metabolizmas: (Almagro et al. 2009),
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suberin ve lignin olusumu (Passardi et al. 2007), fitohormon metabolizmas1 (Cosio and
Dunand 2009), meyve ve sebzelerin biiylime donemleri boyunca indoleasetik asit
miktarinin ayarlanmasi (Agostini et al. 1997), oksidatif stres (Hiraga et al. 2001), lignin
biyosentezi (Duarte et al. 2000) ve hormonal faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993)

gibi bitki hiicreleri i¢in hayati 6neme sahip metabolik olaylarda da gorev almaktadir.

Endiistriyel faaliyetlerden ortaya ¢ikan biiyiik miktardaki kirleticiler, ¢evre ve ekolojik
dengeye yonelik bir tehdit olusturmaktadir. Peroksidazlar, ¢evre kirliligini azaltma
potansiyeline sahip enzimlerden bir tanesidir. Ozellikle atik sularin aritilmasinda
kullanilmaktadir. POD’larin biyokataliz reaksiyonlar1 ile ¢evre kirleticilerin yonetimi igin
bircok uygulamalar1 vardir. Bunlar; sentetik boyalarin renksizlestirilmesi (Ong et al.
2011), fenolik kirletici maddelerin ve ilgili bilesiklerin giderilmesi gibi atik sularin
biyoremedisasyonu (Hamid and Rehman 2009), endokrin bozucu kimyasallarin
uzaklastirilmast  (Zheng and Colosi 2011), poliklorlu bifenillerin indirgenmesi
(McCauley et al. 2006), klorlu alkanlar ve alkenlerin bozulmasi (Yadav et al. 2000),
fenoksi alkanoik ve triazin herbisitlerin bozulmasi (Bending et al. 2002), Kklorlu
insektisitlerin bozulmasi (Quintero et al. 2008), klorlu dioksinlerin indirgenmesi ve kagit

hamuru endiistrisinde kullanimidir (Khalid et al. 2009).

Enzimlerin kimyasal ve biyokimyasal analizde kullanilmasinin baslica avantajlari vardir.
Bunlar; enzim katalizli reaksiyonlarin seciciligi, ¢cok diisiik analit konsantrasyonlarda
reaksiyonlarin gergeklesebilmesi, diisiik reaksiyon sicakligi, genel olarak reaksiyon ortam
sicakliginda daha giivenli bir reaksiyon ortami olarak suyun kullanilmasidir. Peroksidaz
enzimleri hidrojen peroksitin varliginin kontrolii, hiicre metabolitlerinin belirlenmesi ve
biyosensor olarak kimyasal ve biyokimyasal analizler de kullanilmaktadirlar (Boltz and

Howell 1978; Jungreis 1997; Ngo 2010).

Peroksidazlarin bagka bir 6nemli fonksiyonu da organik molekiillerin sterospesifik

biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilmasidir (Adam et al. 1999a).
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Hidrazitler, peroksidaz inhibitorleri olarak bilinen bilesiklerdir. Cesitli hidrazin ve
hidrazin tirevleri, iproniazit (sakinlestirici), mebanazin, izokarboksazit, fenelzin
(monoamin oksidaz inhibitorleri), hidralazin (tansiyon diisiiriicii) ve PHZ (fenilhidrazin;
polisitemi kontrolii), izoniazid [INH (izonikotinik hidrazit) tiiberkiiloz antibiyotik]
terapotik olarak kullanilmistir. Ancak bu bilesiklerin pek ¢ogu uzun siireli kullanimda
karaciger hasari, baz ¢ifti mutasyonlar1, hemolizise yol acan yan etkilere yol a¢tigindan
ila¢ olarak kullanilmamaktadir. Hidrazinler ve hidrazit inhibitorleri metabolik olarak
aktive edilir. Enzimatik aktivasyon sonrasinda, metabolik olarak aktive edilen inhibitorler
farkli bir biyomolekiile ya da ayn1 enzime ya yeniden baglanabilir ya da aktif bolgesinden
serbest birakilir, dolayisiyla inaktivasyona yol acar. Ozgiilliikk hem baglanma afinitesi
hem de aktif inhibitoriin reaktivitesine gore degisir. HRP C, PHZ tarafindan etkili bir
sekilde inaktive edilir fakat PHZ siiperoksit tiretimi i¢in pH 7,0'de oto-oksidasyona maruz
kaldigindan, terapotik bir madde olarak uygun degildir. Bunun aksine, INH’in oto-
oksidasyonu pH 7,0'de daha diisiik bir hizda gergeklesir. Mycobacterium tuberculosis /
katalaz (katG) peroksidaz ile aktivasyondan sonra aktive INH bir inhibitoriiniin
olusturulmast i¢in, enoil rediiktazin kofaktorii ile reaksiyona girer. Alerjik ve otoimmun
sendromlar igeren ciddi yan etkilerine ragmen, INH hala tiiberkiiloz tedavisi i¢in diinya
capinda birincil ilactir. INH i¢in goriilen yan etkiler, ilag olarak metabolik olarak aktif
hidrazitlerin kullanilmas1 ile ortaya ¢ikan problemlerin goriinmesine olanak

saglamaktadir (Aitken et al. 2003).

1.4. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, protein saflastirmasi ¢aligmalarinda kullanilabilecek en gii¢li
yontemlerden bir tanesidir. Yillar boyunca bu konuyla ilgili bir¢ok sayida kitap yazilmig
ve afinitenin teorisi ile ilgili birgok yorumda bulunulmustur (Mohr and Pommerening
1985; Turkova 1993). Afinite kromatografisi yillar boyunca deneysel bir ayirma
prosediirii olarak kullanilmis olmasina ragmen biyospesifik bir teknik olarak kullanimi
yaklastk 20 yil once baslamistir (Wilchek et al. 1984). Bu metotda saflastirilan
biyomolekiillerin bir veya birden fazla biyolojik 6zelliklerinden yararlanilir. Afinite

kromatografisinde biyospesifik bir ayrim icin molekiillerin izoelektrik nokta,
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hidrofobiklik veya boyut gibi genel o6zelliklerinden faydalanilmaktan ziyade
biyomolekiiller arasindaki spesifik doniisiimlii etkilesimler kullanilir (Ostrove 1990).

Afinite kromatografisi, neredeyse tiim biyomolekiillerin 6zel kimyasal yapilarini ya da
metabolik fonksiyonlarmmi temel alarak saflagtirma olanagi saglamaktadir. Diger
kromatografik metotlara gore gelisimi ¢ok sonralari olmasina ragmen uygulama alanlari

¢ok hizli bir sekilde artmaktadir.

Afinite kromatografisinin en fazla kullanildigi metabolik sistemler Cizelge 1.3’de

verildigi sekildedir (Axen and Ernback 1971).

Cizelge 1.3. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler

Saflastirillacak madde Ligant

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre yiizey reseptorii
Hormon, Vitamin Reseptor tasiyici protein

Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon,

Niikleik asit polimeraz, baglayici protein

Adsorpsiyon kromatografisi 6zelliine sahip olan afinite kromatografisi, saflastirmak
istedigimiz molekiiliin ligant ad1 verilen komplementer baglanma bilesigine tersinir ve
spesifik olarak baglandig1 bir tekniktir. Bu teknikte ligant kolonun sabit fazini yani dolgu
maddesini olusturan matrikse kovalent olarak baglanmistir. Afinite tekniginin diger
tekniklerden ayiran 6nemli avantajlari vardir. Bunlar; saflagtirma iglemi birden fazla
basamak isteyen materyallerin tek kademe saflastirma, zamandan tasarruf ve saflagtirmasi
neredeyse miimkiin olmayan materyallerin saflastirma kolaylig1 saglamasidir. Yiiksek
secicilik sayesinde afinite kromatografisinde yiiksek verim ve saflastirma katsayis1 elde

edilmektedir.
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Afinite kromatografisi asagida verilen {i¢ ana amag¢ dogrultusunda kullanilmaktadir.

¢ Karisim halindeki biyolojik bir materyalden istenilen maddeyi izole etmek icin

¢ Bazi biyolojik maddelerin denatiire olmus formalarinin denatiire olmamuis (aktif)
formlarindan izole etmek icin

¢ Kiiclik orandaki biyolojik molekiilleri biiylik orandaki safsizliklardan ayirmak

icin

Bir saflagtirma etkinliginin meydana gelebilmesi i¢in gerekli olan bazi biyolojik 6zellikler
vardir. Bunlardan ilki reseptorler veya enzimler gibi diger molekiilleri taniyan 6zel
sekillenmelerdir. Ikincisi ise diger molekiillere baglanabilen veya etkilesebilen
biyomolekiillerin belirli bolgelerindeki ya da pH’daki degismeler sonrasinda

konformasyonlarda meydana gelen 6zel degismelerdir (Ostrove 1990).

Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil 1.11°de &zetlenmistir. Bu prensibin
birinci basamaginda matrikse ligant kovalent bir bag ile baglanir. ikinci basamakta ise
saflagtirillmak istenen molekiil liganta adsorbe edilip, safsizliklar uzaklastirilir. Son

basamakta ise kolona tutunmus olan molekiil uygun bir metot ile eliie edilerek toplanir.
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Sekil 1.11. Afinite kromatografisinin genel prensibi

1.4.1. Matriks

Diger kromatografik motodlarda kullanilan destek materyallerinde oldugu gibi, afinite
kullanilan matrislerin de belirli kriterleri tasimasi gerekmektedir. Afinite matrikslerinden
istenen ozellikleri sunlardir: Inert olmali, hidrofolik olmali, biyobozunur olmamali,
kimyasal ve fiziksel olarak dayanikli olmali, kolayca tiiretilebilmeli, genis kolanlarda

kolayca paketlenebilmeli ve makro gézenekli olmalidir (Janson and Kristiansen 1990).

Afinite matrikslerini secerken yiiksek kiitle transfer katsayisi ve adsorban yatagi,
adsorpsiyon kapasitesi ve yiiksek sivi akis hizindan olusan bu {i¢ 6zellige dikkat
edilmelidir (Katoh 1987). Destek malzemesinin gézenek boyutu, partikiil biiyiikliigii,
gozenek hacmi ve gozenek ylizey alani gibi fiziksel 6zellikler kromatografi kolonu i¢inde
¢oziinen maddelerin kiitle transfer oranini ve etkin ligant baglama kapasitesini

belirlemede yardimci olmaktir (Narayanan et al. 1990).
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Destek malzemelerinin spesifik gozenek biiylikligiine dayanarak, afinite matriksleri dort

ana kategoride siniflandirilabilir. Bunlar;

% 40x10° Daltona kadar bir molekiil agirlig1 sinirna sahip makro gozenekli olan
agaroz gibi yumusak veya rijit olmayan destek malzemeler (Unger 1990)

% Kalic1 bir gozeneklige sahip silika, aliimina veya zeolitler gibi sert destek
malzemeler (bu materyaller, buharlara maruz kaldiklarinda veya sivilara
daldirildiginda gozenekli hallerini korurlar ve 60-5000 A arasinda degisen
gozenek boyutlarinda bulunurlar) (Desilets et al. 1991)

¢ Polimer veya silikadan yapilmig gozeneksiz mikro parcacikli malzemeler
(Hashimoto 1991)

% Solventlerin partikiiliin capina bir konvektif akis ve genis ylizey alan1 saglayan

baz1 kiigiik difiizif gozeneklerden niifuz etmesine izin veren bazi biiyiik

gozeneklerden yapilmis yeni bir polimerik malzemeler (Afeyan et al. 1991)

Sephadex, sepharose, biyojel gibi ticari olarak satilan birgok kolon dolgu maddesi afinite
kromatografisinde matriks olarak kullanilmaktadir. Bu jeller igerisinde en ¢ok tercih
edilen inci gibi dizilmis agaroz jeli olan sepharosedur. Kullanilan bu jel saflagtirma iglemi

icin bir matrikste bulunmasi gereken biitiin 6zellikleri tasimaktadir.

1.4.2. Ligant

Afinite kromatografisi temelli ¢caligmalarda, ligant saflastirma protokoliiniin basarisinda
¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Spesifiklige ek olarak, afinite ligantinin kararli ve

ekonomik olmasi istenen diger bir 6zelliktir (Narayanan 1994).

Afinite kromatografisinde kullanilmak iizere segilecek olan bir ligantin asagidaki iki

onemli 6zelligi tagimasi gerekir. Bunlar;

¢ Ligantin saflastirilmak istenen molekiile tersinir ve spesifik baglanma afinitesine

sahip olmalidir.
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% Ligantin baglama afinitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan

kimyasal olarak modifiye edilebilen gruplari olmalidir.

Secilmis olan bir ligantin saflastirmak istenilen molekiilii serbest ¢ozeltide baglama
afinitesinin 10-10® M araliginda olmast arzu edilir. Eger ki ayristirma sabiti degeri 107
M’den daha biiyiik olursa (enzim ile zayif inhibitor arasindaki ilgi gibi) bu basarili bir
afinite icin uygun olmamaktadir. Ayristirma sabiti 10 M’den daha kiiciik olursa (hormon
ile reseptorii arasindaki etkilesme gibi) afinite ligantina baglanmis olan saflastirilacak
molekiilii inaktif hale getirmeden eliisyonunu yapmak neredeyse imkansiz hale

gelecektir.

Afinite kromatografisinde kullanilmak iizere se¢ilmis olan bir ligantin birden dazla
matrikse baglanabilecek fonksiyonel grubu varsa matrikse kovalent olarak baglandig
bolge Onem kazanmaktadir. Baglanma noktast se¢imi yapilirken saflastirilacak
molekiiliin ligant ile en diislik oranla spesifik etkilesme verebilecegi fonksiyonel grup

tercih edilmelidir (Cuatrecasas et al. 1968).

1.4.3. Uzant1 kolu

Bir afinite kromatografisinde uzanti kolunun kullanilip kullanilmayacag: ligant, numune
ve baglanma kimyasina bakilarak karar verilir. Biyolojik materyallerin aktif merkezleri
genellikle molekiiliin derinliklerine dogru bulunmaktadir. Bu yiizden enzim kofaktdrleri
gibi kiiciik ligantlarin direkt olarak matrikse baglanmasi ile hazirlanmig afinite
kolonlarinda saflastirilmak istenen molekiiller ile matriks arasinda istenmeyen
etkilesmeler ortaya cikabilmektedir. Afinite kromatografisinde istenmeyen bu tiir
etkilesmeleri ortadan kaldirmak i¢in matriks ile ligantin arasina uzanti kollar1 takilir.
Boylece ligantin aktif bolgesi saflastirilacak numune icin kullanilabilir durumdadir

(Ostrove 1990).

Afinite kromatografisinde kullanilan uzanti kollarinin tam anlamiyla islevlerini yerine

getirebilmeleri i¢in segilen uzanti kolunun uzunlugu cok biiyilk 6nem tasimaktadir.
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Uzant1 kolu ¢ok kisa olursa ligant numuneyi baglayamaz ve boylece kol etkisiz kalmis
olur. Kisanin aksine uzanti kolu ¢ok uzun olursa bdylece ortamda istenmeyen
etkilesmeler artar ve ayristirmanin segiciliginin azalmasina neden olur. Ocarra ve ekibi
tarafindan yapilan bir deneyde ¢ok uzun bir uzanti kullanilmistir. Bunun sonucunda
uzant1 kolu ile numuneler arasinda istenmeyen hidrofobik baglanmalar gézlemlenmistir.
Meydana gelen bu spesifik olmayan hidrofobik baglanmalar, afinite tekniginde higte
istenen bir durum degildir (Ocarra and Barry 1974). Protein saflastirmalarinda matriks ile
ligant arasinda hangi durumlarda ve hangi boyutlarda uzanti kollarinin kullanilacagi

asagida ozetlenmistir (Cizelge 1.4) (Ostrove 1990).

Cizelge 1.4. Uzant1 kolunun kullanilma durumlari

Ligant Protein Uzant1 kolu
Kiigiik Kiigiik Kisa
Kiiciik Biiyiik Uzun
Biiyiik Kiigiik Gerekmez
Biiyiik Biiytik Gerekmez

Uzant1 kolu olarak kullanilabilecek bir¢ok molekiil vardir. Gerekli olan uzant1 kolu
biiyiikliigii bilinmiyor ise, yaklasik alt1 karbon atomuna sahip bir molekiil ile baglamak
en dogru se¢imdir. Segilen bu tiir bir uzant1 kolu birgok afinite uygulamasi igin iyi bir
uzunluk gibi goriinmektedir. Bundan daha kisa kollar daha az esneklik saglar, buda

ligantin ortamdaki islevini etkilemektedir (Narayanan 1994).
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2. KAYNAK OZETLERI

Peroksidazlar, bitkilerin gelisimi ve strese karsi olan cevabi, bitkilerin biiyiimesindeki
hormonal diizenlenme, hiicre duvar1 metabolizmasi, oksidasyon defansinda hiicrelerin
cevabi gibi birgok hiicresel siiregte rol oynamaktadir (Jouili 2011). Ayrica peroksidazlar
biyotik ve abiyotik stresleri gosteren bir biyolojik belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Bu
enzimler ¢imlenmeden yaslanmaya kadar bir¢ok fizyolojik olayda rol oynarlar
(Morohashi 2002). Fenolik bilesik oksidasyonu (Fry 2004), hiicre uzamasi (Liszkay et al.
2004), reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerinin metabolizmas1 (Almagro et al.
2009), fitohormon metabolizmasi (Cosio and Dunand 2009), hiicre duvarlar
bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi ve hiicre duvarinin sertliginin kontrolii, suberin ve lignin
olusumunda gorev alir (Passardi et al. 2007; Marjamaa et al. 2009). Bunlara ek olarak
meyve ve sebzelerin biiyiime donemleri siiresince indoleasetik asit miktarinin
diizenlenmesi, savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991), bitkilerde hiicre
duvar proteinlerinin baglanmasi (Agostini et al. 1997), lignin biyosentezi (Duarte et al.
2000), oksidatif stres (Hiraga et al. 2001) ve hormonal faaliyet (Wakamatsu and
Takahama 1993) gibi olaylarda Onemli gorevler ustlenirler. Ayrica mikroanalitik
uygulamalarda tercih edilmektedirler (Kwak et al. 1996). Bitkilerde, hasarli veya enfekte
dokular da fiziksel savunma mekanizmasina (Biles and Martyn 1993) katkida
bulunmaktadirlar. Peroksidazlar, klinik biyokimyada ve enzim immiinolojik testlerinde
yaygin olarak kullanilirlar (Vamosvigyazo 1981; Lin et al. 1996). Peroksidazlar
endiistriyel atiklar ve gida maddeleri gibi materyallerden peroksitlerin uzaklastirilmasi,
cesitli aromatik kimyasallarin sentezi, fenolik bilesenler igeren atik sularin iyilestirilmesi

gibi bir ¢ok uygulama alanina sahiptirler (Agostini et al. 2002).

Bayir turpundan (HRP) saflastirilan peroksidaz enziminin aktif merkezinin ii¢ boyutlu
yapist aydmlatilmistir.  Yapilan ¢alismalar neticesinde peroksidaz enziminin
ferriprotoporfirin IX (hem grubu) ve iki kalsiyum atomu olmak {izere iki fakli tip metal
merkezinin bulundugu tespit edilmistir. Bu iki merkez, enzimin yapisal ve fonksiyonel
biitiinliiglinii saglamak i¢in ¢ok biiyilik bir dnem arz etmektedir. Aktif merkezdeki

kalsiyum atomlart hem gurubu bdlgesine distal ve proksimal pozisyonlarda olacak sekilde
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yerlesmis bulunmaktadir (Haschke and Friedhoff 1978). Ug boyutlu yap: incelendigi
zaman a-sarmal ve B-kirmali yapilarin her ikisinin de bulundugu goriilmektedir. Fakat a-
sarmalin B-kirmali tabaka yapisina gore ii¢ boyutlu yapida daha baskin olarak
bulunmaktadir. Sekil 2.1 deki HRP’nin X-Ray kristalografi yapisina gore hem grubu
kirmiziyla, kalsiyum atomlart maviyle, a-sarmal yapilar morla ve B-kirmali yap1 sar1 renk

ile gosterilmistir (Veitch 2004).

Sekil 2.1. Bayir turpundan (HRP) saflastirilan peroksidazin X-ray kristalografisi

1960 yilindan beri peroksidaz enzimi, iyon degisim, afinite, jel filtrasyon, metal ve
hidrofobik afinite kromatografisi gibi metotlardan biri ya da birkagi kullanilarak
saflagtirilmaktadir.  Giiniimiizde halan endiistrisinde  6zelliklede atik  sularin
zehirsizlestirilmesi i¢in ¢ok biiyiik 6neme sahip peroksidazlar farkli kaynaklardan

saflastirilarak karakterize edilmektedir (Singh and Singh 2002).

Hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera) peroksidaz enzimi, sulu iki fazli sistem,
hidrofobik ve iyon degisim kromatografisini igeren tli¢ asamali prosediirle saflastirilmistir.

Saflagtirma kat sayis1 %41 verim ile 68 kat olarak bulunmustur. Saflastirilan enzimin
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termal ve pH stabilite ¢alismasi sonuglari yaban turpu peroksidaz ile kiyaslanmistir (Al-

Bagmi et al. 2018).

Yeni bir peroksidaz enzimi, beyaz Ispanyol bitkisinden (Cytisus multiflorus) ilk defa
saflagtinlmistir. Saflastirma isleminde amonyum siilfat ¢oktiirmesi, fenil Sepharose,
HiTrap SP HP, Siiperdex 75 ve 200 olmak iizere dort kromatografik yontem
kullanilmistir. Peroksidaz enzimi %38 verim ile 1168 kat saflastirilmis ve yapilan SDS-

PAGE ile molekiil agirliginin 50 kDa oldugu tespit edilmistir (Galende et al. 2015).

Papaya kaucugundan (Carica papaya L. Cv Tainung No. 2) asidik bir peroksidaz
izoformu saflagtirllmig ve molekiil agirligi 69,4 kDa olarak bulunmustur. Optimum
parametreler belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalar sonucunda optimum sicakligin 50°C
ve optimum pH’nin 4,6 oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda ticari olarak satilan
stitlerin igerisindeki mikromolar seviyelerdeki hidrojen peroksit miktarlar1 belirlenmistir
(Chen et al. 2012).

Selaginella martensii Spring. bitkisinden 2 katyonik peroksidaz olan SmaPrx2 ve
SmaPrx3 amonyum siilfat ¢oktiirmesi, fenil Sepharose adsorpsiyon kromatografisi ve SP
sepharose katyonik iyon degisim kromatografisi kullanilarak sirasiyla 159 ve 44 kat
saflastirilmistir. Molekiil agirliklart sirasiyla 36,3 ve 46,5 kDa olarak bulunmustur.
Substrat spesifitesi bulunmasina yonelik koniferil alkol, sinapil alkol, ferulik asit ve

hidrojen peroksit i¢in Km ¢alismasi yapilmistir (Martinez-Cortes et al. 2012).

Amonyum stilfat ¢coktlirmesine alternatif bir ¢oktiirme metodu bulmak amaciyla yapilan
bir ¢alismada turp koklerinden peroksidazi ¢oktiirmek igin iki sentetik polielektrolit:
Eudragit S ve L 100 kullanilmigtir. Her ikisi de, poliakrilatlanmis asidden tiiretilen ve
anyonik olan bu elektrolitler, peroksidazlarin ¢oktiiriilmesinde etkili oldugu bulunmustur.
fla¢ tasmimin da matriks olarak kullanilan bu yapilarin klasik ¢oktiirme yontemlerine

gore birgok avantajlarinin oldugu tespit edilmistir (Valetti and Pico 2013).
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Kozmetikte ve bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan tibb1 bir bitki olan Artocarpus
lakoocha kauguklarindan peroksidaz enzimi, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak %22,8 verimle saflastirllmistir. Saflagtirilan enzimin karakterizasyon
caligmalar1 kapsaminda optimum pH, optiumum sicaklik ve substratlar i¢in Km
degerlerini bulmaya yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Ayn1 zamanda saflastirilan enzimin
anti inflamatuar ve yaralarin iyilestirme 6zelliklerine sahip oldugu belirlenmistir (Sonkar

et al. 2015).

Hevea brasiliensis hiicre siispansiyonundan peroksidaz enzimi, anyonik iyon degisim
kromatografisi (DEAE-Sepharose), afinite kromatografisi (Con A-agaroz) ve preparatif
SDS-PAGE metotlar1 kullanilarak %1,8 verimle 44 kat saflagtirilmigtir. Saflastirilan
enzimin optimum parametreleri belirlenmistir. Ayni zamanda enzim aktivitesine EDTA,
B-merkaptoetanol, sodyum azit ve SDS’in etkileri incelenmistir. Peroksidaz uygulamasi
olarak da atik sularda bulunabilecek bazi boyar maddelerin renk gidermesine yonelik

calismalar yapilarak olumlu sonuglar bulunmustur (Chanwun et al. 2013).

Peroksidaz enzimi, elma ve portakal g¢ekirdeklerinden sirasiyla %40 verimle 8,3 kat,
%33,7 verimle 30,6 kat saflagtinlmistir. Saflagtirma yapilirken amonyum stilfat
coktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisini kapsayan 3

kromatografik yontem kullanilmistir (Zia et al. 2011).

Bugdaydan (Triticum aestivum Ssp. Vulgare) CM-Sephadex katyonik iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak peroksidaz enzimi %5,4
verimle 284 kat saflastirilmistir. Saflastirilan POD’un molekiil agirligi yapilan SDS-
PAGE ile 38,8 kDa olarak bulunmustur. Enzimin optimum pH ve sicakligi, substrat
olarak kullanilan guaiakol ve hidrojen peroksitin Km ve Vmax degerleri yapilan

calismalarla belirlenmistir (Altin et al. 2017).

Kuru fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) peroksidaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
CM-Sephadex katyonik iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisini

kapsayan li¢ kromatografik yontem kullanilarak saflastirilmistir. Molekiil agirligi 45 kDa
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olarak bulunmustur. Enzimin optimum ve kinetik parametreleri caligilmistir. Ayni
zamanda sitrik asit, EDTA, CTAB ve sodyum azid molekiillerinin enzim iizerine

inhibisyon etkileri incelenmistir (Koktepe et al. 2017).

Ligant olarak 4-aminobenzohidrazit molekiili kullanilarak hazirlanan afinite
kromatografisinden farkli kaynaklardan peroksidaz enzimleri saflastirilmistir.
Saflagtirma islemi tek kademe ger¢eklesmistir. Saflastirma kat sayilar1 karaturp igin
%10,6 verimle 40,3, salgam i¢in %9 verimle 269,3, beyaz lahana i¢in %4,3 verimle 24,7,
mor lahana i¢in %2,9 verimle 120,6 ve kirmizi pancar i¢in %38 verimle 24,7 kat
bulunmustur. Saf peroksidaz enzimlerinin optimum pH, optimum sicaklik, optimum
iyonik siddet, stabil pH, guaiakol ve H20: i¢in Km ve Vmax gibi Kinetik parametreleri
yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Ayn1 zamanda 4-aminobenzohidrazit molekiiliin saf
enzimler iizerindeki detayl1 inhibisyon kinetigi caligmas1 yapilarak tespit edilmistir (Kalin

et al. 2014; Somturk et al. 2014; Erdem et al. 2015; Inal et al. 2015).

POD enzimi endiistriyel olarak ¢ok biiyiik bir 6neme sahip oldugu i¢in birgok bitkiden
farkli kromatografik metotlar kullanilarak saflastirilmistir. Yukarida son 6 yil icerisinde
peroksidaz enziminin saflagtirmalarina yonelik yapilan ¢aligmalarin 6zetleri verilmistir.
Ancak peroksidaz enziminin saflastirma ¢aligmalarinin ge¢misi oldukg¢a eskidir ve bu
caligmalar farkli bircok kaynaktan yapilmistir. POD’un farkli kaynaklardan yapilmis
saflastirma caligmalari; 1spanak yapraklarindan (Koksal 2012), papaya meyvesinden
(Pandey et al. 2012), hurma yapraklarindan (Deepa and Arumughan 2002; Abdurrahman
etal. 2011), at turpundan (Lavery et al. 2010), zeytinden (Saraiva et al. 2007; Tzika et al.
2009), brokoliden (Tipawan and Barrett 2005; Koksal and Gulcin 2008), misirdan (Mika
et al. 2008), vanilya gekirdeginden (Marquez et al. 2008), cavdar yapraklarindan
(Murakami et al. 2007), marula meyvesinden (Mdluli 2005), kara lahanadan (Gulcin and
Yildirim 2005), 1sirgan otundan (Gulcin 2002), tath patates yumrularindan (Leon et al.
2002), kavundan (Rodriguez et al. 2000), hindiba bitkisinden (Boeuf et al. 2000), arpadan
(Kristensen et al. 1999), bamyadan (Yemenicioglu et al. 1998), portakaldan (Clemente
1998), biberden (Pomar et al. 1997), cay yapraklarindan (Kvaratskhelia et al. 1997),
tiitinden (Gazaryan and Lagrimini 1996), havuctan (Nair and Showalter 1996), cilekten
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(Civello et al. 1995), pamuktan (Triplett and Mellon 1992), yesil bezelyeden (Halpin et
al. 1989; Lee and Klein 1990), biiriiksel lahanasindan (McLellan and Robinson 1987) ve

domatesten (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982) 6zetle verilebilir.

Gegmis yillarda farkli bitkilerden saflastirilan POD’un molekiil kiitlesi yapilan SDS-
PAGE metoduyla; hurma yapraklarinda 55 kDa (Abdurrahman et al. 2011), at turpunda
37 kDa (Lavery et al. 2010), zeytinde 44 kDa (Tzika et al. 2009), brokoli 43 kDa
(Tipawan and Barrett 2005; Koksal and Giilgin 2008), vanilya ¢ekirdeginde 46,5 kDa
(Marquez et al. 2008), kara lahanada 95 kDa (Gulcin and Yildirim 2005), hurma
yapraklarinda 48 kDa (Deepa and Arumughan 2002), ¢ilekte 65 kDa (Civello et al. 1995)
ve domatesde 43 kDa (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982) olarak tespit edilmistir.
Ozetle POD’un molekiil kiitlesi 40 kDa ile 100 kDa araliginda saflastirilan kaynaga gére
degiskenlik gostermektedir.

Lahana (Brassica oleracea L. Var. Acephala) bitkisi lizerine POD saflagtirma
caligmalarindan farkli olarak literatiirde bir¢ok ¢aligma yapilmistir. Lahana yapraklarinin
kurutma ve depolama gibi 6n islemler yapilirken sicakligin antioksidan seviyesine etkisi
incelenmistir (Korus 2011). Lahana yapraklarinda 6n islem ve koruma yonteminin
glukosinolat i¢erigine etkisi arastirtlmistir (Korus et al. 2014). Mikrospordan tiiretilmis
lahana embriyolarinda yiiksek frekansli bitki rejenerasyonu lizerine kati ortamin, gelisim
evresinin, embriyonik yasin, soguk islemenin ve katki maddelerinin etkisi aragtirilmigtir
(Wang et al. 2011). Lahana genotiplerinin mineral konsantrasyonlari, diisiikk molekiiler
agirlikli karbonhidrat konsantrasyonlar1 ve biyokiitle kayb1 agisindan nem stresine olan
yanitin1 belirlemeye yonelik bir ¢alisma yapilmistir (Pathirana et al. 2017). Taze ve
pisirilmis lahana yapraklarinin amino asit ve protein seviyeleri belirlenmistir (Lisiewska
et al. 2008). Lahana yapraklarinadaki baz1 se¢ilmis antioksidatif bilesiklerin 6n islemler
ve koruma yontemlerine etkisi arastirtlmistir (Korus and Lisiewska 2011). Dondurulmus
ve dondurularak kurutulmus lahana yapraklarinin ilavesi ile elma suyuna dayali
igeceklerin fenolik, glukosinolat ve antioksidan aktiviteleri belirlenmistir (Marecik et al.
2017). Lahana yapraklarindan elde edilen hidroalkolik ekstraktlarin farkli hayvan gruplar

tizerine gastroprotektif aktivitesi incelenmistir (Lemos et al. 2011). Farelerin farkli
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hiicreleri {izerine lahananin genotoksik ve antijenotoksik potansiyelleri belirlenmistir
(Goncalves et al. 2012). ABD'de yetistirilen lahanalarin mineral mikrobesin ve prebiyotik

karbonhidrat seviyeleri incelenmistir (Thavarajah et al. 2016).

Literatiirde alabas turpu (Brassica oleracea L. Var. Gongylodes) ile ilgili saflastirma
disinda bir¢ok calisma bulunmaktadir. Alabas turpunun yumrulu kék olusumu igin
kantitatif karakter lokus haritalamasi yapilmistir (Hoque et al. 2017). Alabas turpundan
elde edilen olgunlasmamis zigotik embriyolar ve tekrarlayan somatik embriyogenezden
in vitro bitki rejenerasyonu gergeklestirilmistir (Cosic et al. 2013). Yesil ve mor alabas
turplarinin metabolik profilleri aydinlatilmistir (Park et al. 2017). Bitki su stres indeksi
kullanilarak alabas turpunu yetistirirken sulama planlamasina yonelik bir calisma
yapilmistir (Cremona et al. 2004). Mor alabas turpundaki korelasyon genlerinin
molekiiler analizi ve antosiyanin birikimi belirlenmistir (Zhang et al. 2015). Kiikiirt ve
nitrojen kaynagindan etkilenen alabas turpunda izotiyosiyanat konsantrasyonu
incelenmistir (Gerendas et al. 2008). Alabas turpundaki glukosinolatlarin,
antosiyaninlerin, karotenoidlerin ve diger sekonder metabolitlerin metabolik profilleri
arastirllmistir (Park et al. 2012). Alabas turpu tohumlarinin ugucu yag bilesenleri
belirlenmistir (Afsharypuor and Suleimany 2002).

Karaturp, salgam ve brokoliden hazirlanmis bitki ekstraktlarindan izole edilmis
peroksidaz enzimleri kullanilarak rasemik feniletil hidroperoksidin kinetik rezoliisyonu
arastirilmistir.  Elde edilen hidroperoksit ve alkollerin ee degerleri aralarinda
kiyaslanmistir. Ayni zamanda enantiyomerik olarak saf bir sekilde elde edilen
hidroperoksitler daha sonraki sentez reaksiyonlarinda kullanmilmistir (Zilbeyaz et al.
2012).

Literatiirde hidroperoksitlerin peroksidaz enzimleri kullanilarak gerceklestirilen Kinetik
rezoliisyon calismalari bulunmaktadir. Optik olarak aktif olan doymamis dioller ve
hidroperoksi alkollerin hazirlanmasi i¢in yeni bir enzimatik yontem gelistirmek amaciyla
rasemik hidroperoksi homoalkil alkollerin HRP tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla

enantiyoselektif indirgenmesine yonelik bir ¢alisma yapilmistir (Adam et al. 1998a).
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Toprak bakterilerinden izole edilen peroksidazlarin hidroperoksitlerin kinetik
rezollisyonuna etkisi arastirllmistir (Adam et al. 1998b). Asimetrik bir sentez igin
coprinus peroksidaz enzimi hidroperoksitlerin kinetik rezoliisyonunda ve prokiral
stlfiirlerin asimetrik siilfoksidasyonunda kullanilmistir (Adam et al. 1999). Kiral
hidroperoksi alkollerin HRP enziminin katalizledigi kinetik rezoliisyon reaksiyonu ile
optikge aktif alkil hidroperoksi alkoller ve 1,3-dioller hazirlanmistir (Adam et al. 2000a).
Serbest ve imobilize mikroorganizma peroksidazlar1 ile rasemik hidroperoksitlerin
biyokatalitik kinetik rezoliisyonu yapilmistir (Adam et al. 2000b). Biyokatalizor olarak
HRP enziminin kullanildig1 enantiomerik olarak saf hidroperoksitlerin ve alkollerin tek

kademe de sentezi gergeklestirilmistir (Hoch et al. 1997).
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2.1. Calismanin Amaci

Bayir turpu peroksidaz (HRP) enzimi, enantiyomerce saf alkol ve hidroperoksitlerin
kinetik rezoliisyon metodu ile rasemik sekonder hidroperoksitlerden elde edilebilmesi
icin biyokatalizor olarak kullanilmaktadir. Kinetik rezoliisyon c¢aligmalar1 kapsaminda
biyokatalizor olarak kullanilan HRP enzimi rasemik hidroperoksitlerin R-enantiyomerini
enantiyo segici olarak alkole indirgemektedir. Saf olarak ticari amagli satilan HRP enzimi
hem pahalidir hem de biyolojik bir materyal olarak kolayca bozulabilecegi i¢in tasinmasi
olduk¢a maliyetlidir. Bu bilgiler 1s1ginda c¢alismamizda; farkli bitki kaynaklarindan
(beyaz turp, kirmiz1 turp, alabas turp, tatli turp, japon turpu, kara lahana, mor lahana,
kirmizi pancar, yer elmasi ve zencefil) izole edilen peroksidaz enzimlerinin kinetik
rezoliisyon metodu kullanilarak rasemik hidroperoksit tizerindeki enantiyo segiciliginin
belirlenmesi amaglanmistir. Onceki ¢alismalarda kullanilan saf HRP enziminden farkli
bir enantiyo secicilige (S-enantiyomer) sahip ve laboratuvar sartlarinda ucuz yontemler

kullanilarak elde edilebilecek bir peroksidaz enzimi bulmak hedeflenmistir.

Peroksidaz enzimi diinyada; tip, kimya, ilag ve gida endiistrilerinin bir¢ok alaninda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ticari olarak biiyiik bir 6neme sahip olan peroksidaz
enzimi literatiirde birgok yontem kullanilarak farkli kaynaklardan saflastiriimigtir. Alabas
turp bitkisinden peroksidaz enziminin saflastirilmasina yonelik hicbir ¢aligmaya
literatiirde rastlanilmamistir. Bu sebeplerden dolay1 yeni bir peroksidaz kaynagi olarak
alabag turpunun literatiire yenilik katacagi diigiiniilmektedir. Afinite kromatografisi
teknigi, daha Onceki c¢alismalarda peroksidaz enzimini saflagtirmak icin kullanilan
tekniklere gore birgok agidan istiinliige sahiptir. Kara lahana kokiinden peroksidaz
enzimi ise afinite kromatografi yontemi disinda yiiksek maliyetlerle olduk¢a uzun bir
zaman alan bir siirecte saflastirildigi bilinmektedir. Bu baglamda hem alabas turp hem de
kara lahana kokiinden peroksidaz enzimlerini kisa siirede, diisiik maliyette ve tekrar tekrar
kullanilabilirlik gibi avantajlara sahip bir teknik olan afinite kromatografisi yontemiyle
saflastirmak, karakterize etmek ve afinite kromatografisinde ligant olarak kullanilan 4-
aminobenzohidrazit  bilesiginin  detayli inhibisyon parametrelerini  belirlemek

calismamizin ikinci amacini olusturmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan kimyasallar ve markalari

Kimyasal ad:

Marka

Akrilamit, Amonyum persiilfat, Bisakrilamit, TEMED
(N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin), SDS  (Sodyum
dodesil siilfat), Sodyum kloriir, Sigir serum albumin
(BSA), Trihidroksimetilaminometan (Tris), Potasyum
fosfat (KH2PO4), CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B,
Guaiakol, Sodyum Karbonat, 4-aminobenzohidrazit,
Etanol, Metanol, Giimiis nitrat, Sodyum asetat,
Glutaraldehit, Sodyum nitrit, Dietileter, Hidrojen
peroksit, Magnezyum siilfat, Silika jel, Sodyum bi
karbonat,  Hekzan, Diklorametan,  Izopropanol,
Doterokloroform, 1-Feniletanol

Sigma-Aldrich

Coomassie brillant blue G-250, Détero kloroform, Asetik
asit, Brom timol mavisi, Fosforik asit, Gliserol,
Hidroklorik asit, Sodyum hidroksit, p —Merkaptoetanol,
Formaldehit, Siilfirik asit

Merck KGaA

Protein marker

Thermo Fisher Scientific

Bitkiler

Yerel marketlerden

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre . Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karstirict (Shaker) . IKA KS 130 basic



Karigtiric1 (Vorteks)
Hassas terazi
Otomatik pipet
Afinite kolonu
Calkalayici
Magnetik karistiric
Saf su cihazi

Su banyosu

Kar makinesi
Ultraturaks

Gli¢ kaynagi
Buzdolaplari
'H-NMR

'C-NMR

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)
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: Fisons whirli-mixer

: Denver Instrument

: Eppendorf

: Kapali sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
: Midi Dual 14

: WiseStir MSH-20A

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Niive

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: Heidolph SilientCrusher M

: 1-Bio Rad Power Pac 3000

: Siemens

: 400 MHz Bruker

: 100 MHz Bruker

: Sanyo Medical Freezer

: Sanyo Ultra Low

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin kullanim yerleri ve icerikleri agagidaki gibidir. Verilen

tablolardaki c¢ozeltiler hazirlanirken hesaplanilan miktarda istenilen kimyasaldan alinip

once bir miktar saf suda ¢oziildii. Daha sonra istenilen pH’ya 0,1 M HCI veya NaOH ile

ayarlandiktan sonra son hacime saf su ile tamamlandi.

Cizelge 3.2. Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti Adx Kimyasal Ad1 ve Miktari pH Son Hacim
0,1 M NaHCOs tamponu 2,1 g NaHCO3 10,0 200 ml
0,2 M NaHCOs tamponu 0,84 g NaHCOs3 8,8 100 ml
0,05 M Tris-HCI tamponu 1,21 g Tris 7,4 200 ml
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Cizelge 3.3. Homojenat hazirlanmasinda kullanilan ¢6zelti

Cozelti Adx Kimyasal Ad1 ve Miktar1  pH Son Hacim
0,1 M KH2P04 tamponu 1,36 g KH2P04 6,0 100 ml
Cizelge 3.4. Enzim saflagtirmada kullanilan ¢ozeltiler
Cozelti Adx Kimyasal Ad1 ve Miktar1 pH Son Hacim
Dengeleme tamponu (10 mM) 1,36 g KH2P04 6,8 1L
Yikama tamponu 1,36 g KH2P04 6,8 400 ml
Eliisyon tamponu 0,68 g KH2P04
(25 mM/1 M) 11,7 g NaCl 68  200ml
Cizelge 3.5. Enzim aktivite 6l¢limiinde kullanilan ¢6zeltiler
Cozelti Adx Kimyasal Adi ve Miktar1 pH Son Hacim
0,1 M KH2P04 tamponu 1,36 g KH2P04 6,0 100 ml
45 mM Guaiakol ¢ozeltisi 498 ul 45 mM Guaiakol - 100 ml
22,5 mM %30’luk H202 ¢ozeltisi 228 pul %30’luk H202 - 100 ml
Cizelge 3.6. Bradford yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti
Cozelti Adn Kimyasal Ad1 ve Miktar1 pH Son Hacim
100 mg Coomassie brillant
Coomassie brillant blue G-250 blue G-250 1L
standart boya ¢ozeltisi 50 ml %95°1ik Etanol

100 ml %95°1ik Fosforik asit
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Cizelge 3.7. Elektroforez de kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti Adx Kimyasal Ad1 ve Miktar1  pH Son Hacim
1 M Tris-HCI tamponu 12,11 g Tris 8,8 100 ml
1 M Tris-HCI tamponu 12,11 g Tris 6,8 100 ml
%30Akrilamit-%0,8 15 g Akrilamit i 34.6 ml
Bisakrilamit cozeltisi 0,4 g Bisakrilamit ’
%10’luk SDS ¢ozeltisi 19 SDS - 9mi
%10’luk Amonyum persiilfat N i
cozeltisi 1 g Amonyum persiilfat 10 ml
1,51 g Tris
Yriitme tamponu 7,51 g Glisin 8,3 500 ml
0,59 SDS
. W . 0,1 g Brom timol mavisi
0 > ! -
%0,1’lik Indikator ¢ozeltisi 16 ml 0,01 M’lik NaOH 100 ml
0,5ml 1 M Tris-HCI pH:8,8
1 ml %10’luk SDS
Numune tamponu 1 ml Gliserol - 10 ml
1 ml %0,1°lik indikator
0,5 ml B-Merkaptoetanol
Cizelge 3.8. Giimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler
Cozelti Adn Kimyasal Ad1 ve Miktar1 pH Son Hacim
P 30 ml % 96°1lik Etanol
Tespit ¢ozeltisi 10 ml Asetik asit - 100 ml
4,8 g Sodyum asetat
o o g 150 mg Sodyum tiyosiilfat
Rediiksiyon ¢ozeltisi 45 mi Etanol 6,0 150 ml
3 ml Glutalaldehit
Boyama ¢ozeltisi 0,1 g Giimiis nitrat - 100 ml
. e s 3,75 g Sodyum karbonat
Yikama ¢ozeltisi 1 120 ul Formaldehit 270 ml
Yikama ¢ozeltisi 2 1 ml Gliserol 250 ml

12,5 ml Asetik asit
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Cizelge 3.9. Calismamizda kullanilan inhibitor stok ¢ozelti

Cozelti Adx Kimyasal Ad1 ve Miktar1  pH Son Hacim

0,0136 g
4-aminobenzohidrazit

4-aminobenzohidrazit ¢6zeltisi 3ml

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein belirleme yontemleri

3.2.1.a. Kalitatif protein tayin yontemi

Kalitatif protein tayini, afinite kolonundan saflastirilarak 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine
toplanmis olan biitiin numuneler i¢in yapildi. Kullanilan yontemin esasi, fenilalanin,
tirozin ve triptofan gibi aromatik halka bulunduran amino asitlere sahip proteinlerin 280

nm’de UV isinlarimi absorblamasina dayanir (Segel 1968).

Afinite kromatografisi sonucu kolondan elde edilen eliiatlarin absorbanslar1 kore karsi
spektrofotometrede olgiildii. Olgiimlerde kuvartz kiivetler yardimiyla yapildi ve kor

numune olarak ise enzimleri eliie etmede kullandigimiz eliisyon tamponu kullanildi.

3.2.1.b. Kantitatif protein tayin yontemi

Kantitatif protein miktari tayini Bradford (1976) metodu ile gergeklestirildi. Homojenatta
ve afinite kromatografisi teknigi kullanilarak saflastirilan enzimlerde bulunan protein
miktarlarn tayin edildi. Coomassie brillant blue G-250 bu teknikte boya olarak kullanilan
bir reaktiftir. Bu reaktif yapisinda negatif yiik bulundurur. Protein ise bulundurdugu
pozitif yiikten kaynakli olarak boyanin negatif yiikiine baglanir. Boyanin 465 nm’de
kirmizi ve 595 nm’de mavi olamk iizere iki formu bulunmaktadir. Proteinin boyaya

baglanmasi ile kirmizi form mavi forma doniisiir. Teknigin olas1 bozucu faktorlere karsi
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hassasiyeti ¢ok diisilk (1-100 pg) seviyelerdedir. Mevcut reaksiyon biiyiik oranda
tekrarlanabilmekte ve ¢ok hizli bir sekilde vuku bulmaktadir.

Protein tayini i¢in uygulanan prosediir su sekildedir;

> lgerisinde 1 mg protein bulunan 1 ml BSA ¢o6zeltisinden hazirlanan tiiplere 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul konuldu.

» Tiplerin hacimleri saf su kullanarak 100 pl tamamlandi ve her bir tiipe 4900 ul
protein tayin ¢ozeltisinden eklenerek tiip vorteks ile karistirildi.

» 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerin absorbanslar1 3 ml’lik cam
kiivet yardimiyla 595 nm’de 6lgiildii.

» Spektrofotometreden okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein
miktarlar ile standart bir grafik ¢izildi.

» Seyreltilmis bitki homojenati ve afinite kromatografisi teknigi kullanilarak
saflagtirilan enzimlerden farkli tliplere sirasiyla 100’er pl alindi ve her bir tiip
4900’er ul Coommassie brillant blue G-250 ¢6zeltisinden eklenerek tiip vorteks
ile karistirildi.

» 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerin absorbanslari 3 ml’lik cam
kiivet yardimiyla 595 nm’de 6lgiildii. Yapilan islem giivenilirlik acisindan 3 kez
tekrarland1 ve bu 3 6l¢limiin aritmetik ortalamasi alinarak 6nceden ¢izilen standart
grafik yardimiyla homojenatta ve saflastirilan enzimlerde bulunan protein

miktarlari tayin edildi.

3.2.2. POD aktivite 6l¢ciim yontemi

Kalin ve arkadaslarinin kullanmis olduklar1 yonteme gore POD enzim aktivite l¢limii
spektrofotometrik olarak gergeklestirildi. Bu yontem, kromojenik bir substrat olan
guaiakoliin H20: tarafindan yiikseltgenmesi ve meydana gelen renkli molekiiliin
absorbansta meydana getirdigi artisin 470 nm’de Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil

3.1) (Sisecioglu et al. 2010).
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OH H;CO
POD
H202 + 2
OCHj;4
Guaiakol 3,3'-Dimetoksi-4,4'-bifenokinon

Sekil 3.1. Guaiakol’iin 3,3'dimetoksi-4,4'-bifenokinona yiikseltgenme tepkimesi

1 cm’lik 151k yolu olan bir cam kiivete enzim ilavesiyle reaksiyon baslatildi ve toplam 3
dk’lik bir siire boyunca her 1 dk’da bir absorbansda meydana gelen artis spektrofotometre

yardimiyla 470 nm’de takip edildi.

Cizelge 3.10. POD aktivite 6l¢iimii igin kiivet igerikleri

Aktivite Cozeltileri Kor (ul) Numune (ul)
0,1M KH2PO4 Tamponu (pH:6) 1000 900
22,5 mM H20> 1000 1000
45 mM Guaiakol 1000 1000
POD Enzimi - 100

Peroksidaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in asagidaki formiil kullanildi (Kalin et al.

2014).

A=Eb.c c=A/Eb V =c.Df

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

¢ = Konsantrasyon (umol/ml)

€ = Ekstinksiyon kat say1s1 ( 5000 M! x cm™)

Df = Seyreltme katsayisi

V = Reaksiyon hiz1 (umol x dk./ml)
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3.2.3. Alabas turp ve kara lahana bitkilerinden POD enziminin saflagtirilmasi

calismalan

3.2.3.a. Bitkilerden homojenat hazirlanmasi

100 g taze bitki 6rnekleri tartilip alindi ve blender yardimiyla iyice pargalandi. Pargalarin
lizerine s1vi azot dokiilerek havanda doviilerek toz haline getirildi. pH’s1 6,0 olan 0,1
M’lik fosfat tamponunun 50 ml’si igerisine havanda toz haline getirilen bitki pargalari
ilave edildi ve 5 dk manyetik karistirici tizerinde diisiik bir hizda karistirildi. Elde dilen
siispansiyondaki bitki hiicrelerinin iyice par¢alanmasi ve homojenize olmasi i¢in 2.400
rpm’de homojenizatorden gegirildi. Homejenat bir tiilbent ile siiziilerek santrifiij tiiplerine
dolduruldu ve 16.000 xg’de 1 saat boyunca santrifiij yapildi. Cokelek siiziiliip atildiktan

sonra elde edilen siipernatant bir sonraki deneylerde kullanilmak tizere 4°C’ta bekletildi.

3.2.3.b. Afinite jeli hazirlama prosediirii

Afinite jelinde matriksi olarak CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanildi.
Oncelikle afinite matriksine uzanti kolu gérevi gérmesi igin L-tirozin kovalent bir bag ile
baglandi. Daha sonra diazonyum tuzu haline getirilmis 4-aminobenzohidrazit dnceden
hazirlanmis jeldeki tirozine kenetlendi. Hazirlanan bu afinite jelinde enzimi spesifik
olarak baglayan kisim enzim inhibitorii olan 4-aminobenzohidrazitdir. POD saflastirmada

kullanilan afinite jeli hazirlanirken asagidaki prosediir uygulandi.

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye uzant1 kolu olarak tirozin baglanmasi

Oncelikle CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, pH’s1 10 olan soguk 0,1 M NaHCO3
tamponunun 250 ml’si ile yikanarak bir behere alindi. Ayn1 tampondan 20 ml alinarak
icerisinde 80 mg tirozin ¢oziildii ve behere ilave edilerek magnetik karistiric {izerinde
4°C’ta 2 saat siiresince karistirildi. Siire sonunda karisgim 16 saatlik bir siireyle
buzdolabinda bekletildi. Daha sonra reaksiyona girmeyen fazla miktardaki tirozini

ortamdan tamamen uzaklastirmak icin jel 280 nm’de absorbans yikama suyu absorbans
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gostermeyinceye kadar iyice saf su ile yikandi. Su ile yikama isleminden sonra 0,2 M
NaHCO3 tamponunun 100 ml’si ile de yikamaya devam edildi. Yikama bittikten sonra jel

yikama tamponunun 40 ml’sinin i¢ine aktarildi (Sekil 3.2).

( N\
Oy..OH
o ¢
OH BICN 0—CN o\ HOmH )c—NH-CH-CHzOOH
2
L , ¥
CO,H
C=NH 2
N / L-Tirozin
OH  HBr OH § ~ | fon
Sepharose-4B Imidokarbonat Sepharose 4B-L-Tirozin
\. J/

Sekil 3.2. CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye Tirozin takilma reaksiyonu

4-aminobenzohidrazit kenetlendirmesi

Biitiin reaksiyonlarin 0°C civarinda yapildig: ligant kenetlendirme de oncelikle 10 ml 1
M HCl igerisinde 25 mg 4-aminobenzohidrazit ¢6ziildii. Daha sonra 5 ml saf su igerinde
75 mg NaNO: bulunan ¢6zelti damla damla 4-aminobenzohidrazit ¢dzeltisine ilave edildi.
10 dk’lik bir reaksiyon sonucunda 4-aminobenzohidrazit diazolanmig hale gelmis oldu.
Diazolanmig 4-aminobenzohidrazit ¢ozeltisi Sepharose-4B-L-tirozin jelinin iizerine
yavagca dokiildii ve pH’s1 9,5°da sabit kalincaya kadar 1 M NaOH ilave edildi. 3 saat
boyunca oda sicakliginda magnetik karistirici tizerinde yavasca karistirildi. Siire sonunda
jelilk once 1 L saf su ile daha sonra 200 ml pH’s1 7,4 olan 0,05 M Tris-SO4 tamponuyla
iyice yikandi. Ayni tamponun 25 ml igerisine alinan jel kolona paketlenemek iizere
buzdolabinda bekletildi (Whitney 1974). Afinite jelinin baglanma reaksiyonu Sekil 3.3
de gosterildi.
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0. .OH

[e) C
\ i
OH BrCN 0-CN 0 HO NH )C*NH*CH*CHz@fOH
N\ ©\/k : o
° CO,H
/ L-Tirozin

OH (0] OH

Sepharose-4B Imidokarbonat Sepharose 4B-L-Tirozin
Os_ NHNH,
O\ _OH
C NH-CH- CHZQ
N,"CrI
NH NH, . .
Diazolanmis 4-amino
OH benzohidrazit

Sepharose 4B -L-Tirozin-4-aminobenzohidrazit

L J

Sekil 3.3. 4-aminobenzohidrazit baglanma reaksiyon modeli (Kalin et al. 2014)

3.2.3.c. Afinite jelinin kolona paketlenmesi

pH’s1 6,8 olan 10 mM KH2PO4 (dengeleme tamponu) tamponu igine alinarak siispanse
edilen jelin havasi su trombu yardimiyla alindi. Havasi alinmig afinite jeli 1x10 cm’lik
olgiilere sahip cam kolona yiiklendi. Afinite jeli paketlendikten sonra peristaltik pompa
vasitastyla kolon dengeleme tamponuyla dengelenerek numune yiiklenecek hale getirildi.
Kolonun dengelendigi iistten verilen tampon ile alttan toplanan numunelerin 280 nm’deki

absorbanslarinin ve pH’lariin bir birine esitlendiginden anlasildi.

3.2.3.d. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Homojenat hazirlama kisminda anlatildigi sekilde hazirlanan homojenatin 7 ml’si
dengelenmis olan kolona yiiklendi. Afinite kolonu yikama tamponu ile yikanarak
peroksidaz enziminin kolona tutunup diger safsizliklarin kolondan uzaklastirilmasi
saglandi. Yikama islemi bittikten sonra eliisyon tamponu ile kolona tutunmus olan
peroksidaz enziminin eliisyonu gergeklestirildi. Kolonun akis hizi peristaltik pompa

yardimiyla 35 ml/saat’e ayarlanarak eliiatlar 1,5’er ml’lik eppendorf tiiplere toplandi.
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Toplanan her bir tiipteki kalitatif protein miktar1 280 nm’de spektrofotometrik olarak

belirlendi.

3.2.4. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safhigmin belirlenmesi

Saflagtirilan enzim, Laemmli metodu uygulanarak %3-8 kesikli SDS-PAGE (Sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi) yapildi (Laemmli 1970). Boylece enzimin
saflik derecesi kontrol edilmis olundu. islem su seklide gergeklestirildi;

Elektroforezde kullanilan camlar basta su ile daha sonrada alkol ile temiz bir sekilde
yikandi. Elektroforez camlar1 iist {liste getirildi ve 6zel kiskaglarla sabitlestirildi.
Kiskaglarla sabitlenen camlar plakalar, sizdirmay1 engelleyen siinger bulunduran jel
hazirlama standina yerlestirildi. Ayirma ve yigma jelleri hazirland1 asagidaki miktarlarda

ayr1 ayr1 hazirlandi.

Cizelge 3.11. Ayirma ve yigma jeli hazirlama prosediirii

Cozelti Ad1 Ayirma Jeli Yigma Jeli
1 M Tris-HCI (pH: 8,8) tamponu 5ml -
1 M Tris-HCI (pH 6,8) tamponu - 0,41 ml
%30 Akrilamit-%0,8 Bisakrilamit ¢6zeltisi 44 ml 0,4 ml
%10’luk SDS ¢ozeltisi 0,2 ml 0,03 ml
%S5°lik TEMED ¢ozeltisi 0,13 ml 0,03 ml
Saf su 3,13 ml 2,45 ml
%10’luk Amonyum persiilfat ¢ozeltisi 0,2 ml 0,1 ml

Oncelikle ayirma jeli ¢dzeltisi hazirland1 ve plakalarin arasinda kalan bosluga dikkatli bir
sekilde 0,6 cm kalana kadar dolduruldu. Plakalar arasindaki jelin donmas: i¢in kisa bir
stire beklenildi. Ayirma jelinin dondugundan emin olduktan sonra yigma jeli hazirlandi
ve donan ayirma jelinin Ustiine pipetle dikkatli bir sekilde dolduruldu. Numuneleri

yiikklemek i¢in kuyucuklarin olusmasi nedeniyle elektoforez icin 6zel taraklar cam
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plakalara dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Yigma jeli de donduktan sonra taraklar dikkatli
bir bicimde kuyucuklari bozmadan yavasca ¢ikartildi. Tutuculardan ¢ikarilan iginde jel
bulunan cam plakalar elektroforez tankina 6zel cam plaka tutuculara sabitlendi ve bu da

tanka yerlestirildi. Elektroforez tankina yiiriitme tamponu dolduruldu.

100 pl enzim 6rnegi, 100 ul numune tamponu, 100 pl gliserolden olugsan enzim numunesi
5 dakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu numuneler
ve standart protein dikkatli bir sekilde jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez tanki
kapatildi. 30 dk 80 voltta jel yiiriitiildii. Daha sonra akim 120 volt’a getirildi ve boya
jelden akana kadar jel yiirtitiildii. Numunelerin yiiriimesinin takibi, numune tamponunda
bulunan brom timol mavisi reaktifi ile yapildi. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra
akim kesildi. Plakalar arasinda bulunan jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve 30 dk boyunca
jel tespit ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu siire sonunda rediiksiyon ¢ozeltisi igerisinde 30 dk
karistirict tizerinde bekletildi. Daha sonra jel iyice yikanincaya kadar 5 dk’lik siireler
boyunca 3 defa saf suyla yikandi. Jelin boyanmasi i¢in 20 dKk taze hazirlanmig glimiis
nitrat ¢ozeltisi icerisinde boyandi. Giimiis nitrat ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra bantlar
goriinlinceye kadar yikama 1 ¢ozeltisi ile muamele edildi. Bantlar goriiniince hizli bir
sekilde yikama 1 ¢ozeltisi uzaklastirilip jel yitkama 2 ¢6zeltisi igerisine alindi. Son olarak
jel goriintiileri goriintiilleme cihazi yardimiyla bilgisayar ortamina aktarilirak saklandi

(Temel 2006).

3.25. Alabas turp ve kara lahana bitkilerinden saflastirnlan POD’larin

karakterizasyon calismalari

Afinite kolonlarindan saflastirilan Alabas ve kara lahana POD’larinin optimum ve kinetik
parametrelerinin belirlemek i¢in guaiakol substrat1 varliginda 6l¢iimler alindi. Optimum
ve kinetik parametrelerin belirlenmesi kapsaminda; optimum pH, optimum iyonik siddet,
optimum sicaklik ve guaiakol ve H20 i¢in Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesine

yonelik ¢caligmalar yapildi.
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3.2.5.a. POD enzimleri icin optimum pH belirlenmesine yonelik ¢cahsmalar

Alabas turp ve kara lahana bitkilerinden saflastirilan POD enzimlerinin optimum pH
degerinin belirlenmesi i¢in pH’s1 5,0 ile 8,5 araliginda olan 0,1 M’lik KH2PO4 tamponlari

hazirland1 ve her bir tamponda ayr1 ayr1 enzim aktivitesine bakildi.

3.25.b. POD enzimleri i¢in optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik cahsmalar

Alabas turp ve kara lahana bitkilerinden saflastirilan POD enzimlerinin optimum iyonik
siddet degerinin belirlenmesi i¢in pH’s1 7,0 olan 0,01 M ile 1 M araliginda olan KH2PO4

tamponlar1 hazilandi ve her bir tamponda ayr1 ayri1 enzim aktivitesine bakildu.

3.2.5.c. POD enzimleri icin optimum sicakhgin belirlenmesine yonelik calismalar

Alabas turp ve kara lahana bitkilerinden saflastirilan POD enzimlerinin optimum
sicakliginin  belirlenmesi amaciyla 1sitmali-sogutmali  6zellige sahip su banyosu
kullanildi. Aktivite 6l¢iimlerinde kullanilmak {izere alabas turp i¢in pH’s1 7,0 olan 0,2
M’lik KH2PO4 tamponu ve kara lahana i¢in pH’s1 7,0 olan 0,4 M’lik KH2PO4 tamponu
ve substrat ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltileri bulunduran karisim kiivet igerisine alindiktan
sonra ilgili sicakliga ayarlanan su banyosuna alindi. 10°C araliklarla 0°C-80°C arasinda

aktivite olgtimleri gergeklestirildi.

3.2.5.d. Guaiakol ve H202 substratlan icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesine yonelik

calhismalar

Guaiakol substrati kullanilarak optimum parametreler dahilinde saflastirilan POD’lar i¢in
her bir substratin 5 farkli substrat konsantrasyonunda ayr1 ayr1 aktivite 6l¢iimleri yapildi.
Elde edilen verilerden 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri
c¢izildi. Cizilen grafiklerden hem guaiakol hem de H2O2’nun Km ve Vmax degerleri
hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).
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3.2.6. Kullanilan ligant i¢in Kinetik ¢alismalar

Inhibisyon calismasiyla ilgili farkli inhibitér ve 45 mM guaiakol ile 22,5 mM H20-
substrat konsantrasyonlarinda aktivite olglimii yapilarak inhibisyon etkisi belirlendi.
Bulunan degerlerden %Aktivite-[1] grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden ICso degerleri
hesaplandi. ICso degerleri hesaplanan 4-aminobenzohidrazitin K; degerini belirlemek
amactyla POD i¢in enzim aktivitesini yartya indiren inhibitdr konsantrasyonu ile bulunan
bu konsantrasyon degerinden az ve fazla iki konsantrasyon kullanilarak toplamda bes
substrat konsantrasyonu ile enzim aktivitesine bakildi. Calismada kullanilan 5 farkl
substrat konsantrasyonu oOnceden hazirlanan stok c¢ozelti yardimiyla 6n denemeler
yapilarak belirlendi. Sonugta elde edilen tim degerler ile 4-aminobenzohidrazitin igin
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden inhibisyon tipleri ve K degerleri

belirlendi.

3.2.7. rac-Hidroperoksit sentezi

8 ml % 50’lik H2O> bir balonda 0°C’ye sogutulduktan sonra 5 g MgSO4 30 dk iginde
ilave edildi. 8 mmol rac-1-feniletanol damla damla ilave edildikten sonra 2 saat 0°C’de
ve 12 saat oda sicakliginda karistirildi. Karisima doygun NaHCOs ilave edilip dietileter
(15 ml x 3) ile ekstraksiyon yapildiktan sonra organik faz MgSOs iizerinden kurutuldu.
Kolon kromotografisi (30 g silikajel, %210 dietileter/hekzan) yapilarak rac-(1-
hidroperoksietil)benzen elde edildi ve safliklar1 *H-NMR ve *C-NMR ile kontrol edildi.

OH %50'lik HyO, (17.5 ekv.) OOH
H,SO, (kat.)
Me > Me
0 °C, 2 saat
1 2

Sekil 3.4. rac-(1-hidroperoksietil)benzenin sentez reaksiyonu
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3.2.8. rac-Hidroperoksit indirgenmesi

0.1 M pH’s1 6,0 olan fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis bitkilerden elde edilen 50
ml’lik peroksidaz enzim ¢ozeltisi tizerine 0,5 mmol rac-(1-hidroperoksietil)benzen ve 0,2
mmol (22 pL) guaiakol ilave edildi. Reaksiyon oda sicakliginda stirdiiriildii ve HPLC ile
takip edildi. Karigtm CH2Cl2 (75 ml x 3) ile ekstraksiyon yapildiktan sonra organik faz
Na,SOys iizerinden kurutuldu. Ince tabaka kromotografisi (TLC) yapilarak hidroperoksit
ve alkol saflastirildi. Uygun bir kiral kolon kullanilarak HPLC’de yiiriitiilen numunelerin

ee’leri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Alabas ve kara lahanadan hazirlanmis olan homejenatlar ile 4-aminobenzohidrazit afinite
jelinden saflastirilmis peroksidaz enzim ¢d6zeltilerindeki protein miktarlar1 Bradford
metodu kullanilarak belirlendi. Bu ama¢ dogrultusunda 3.2.1.b’de anlatilmis olan
prosediire gore standart bir grafik ¢izildi. Cizilen bu grafikten faydalanilarak hem
homojenatlardaki hem de saflastirma sonucu elde etmis oldugumuz enzim
cozeltilerindeki kantitatif protein miktarlar1 hesaplandi. Protein tayini i¢in ¢izilen

absorbansa kars1 pg protein standart grafigi Sekil 4.1°de verildi.

y = 0,0092x
R = 0,9826 R

|

|

0,8 * |
/ i

0,6 !
|

@

0,4 i
/ i

0,2 . |
|

i

|

|

|

Absorbans (595 nm)

Sekil 4.1. Bradford metoduna gore sigir serum albuminden hazirlanan standart grafik
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4.2. Alabas Turp ve Kara Lahana Peroksidaz Enziminin Saflastirma Sonug¢lari

4.2.1. Afinite kromotografisi kulamlarak elde edilen POD enzimi saflastirma

sonuclari

Hazirlanis1 3.2.3.b’de anlatilmis olan kolondan, alabas turp ve kara lahana bitkilerinden
hazirlanmis olan homojenatlardan ayri zamanlarda olmak iizere 7’ser ml onceden
dengelenmis kolonlara yiiklendi. Kolona tutunmayan safsizliklar yikama g¢ozeltisiyle
uzaklastirildiktan sonra eliisyon yapildi. Eliatlar 1,5’er mI’lik eppendorf tiiplere toplandi.
Her bir tiipteki kalitatif protein miktar1 280 nm’de belirlenerek 280 nm’deki absorbansa
kars1 tiip sayis1 grafikleri ¢izildi (Sekil 4.2, 4.3). Daha sonra absorbans gostermis olan
eliiatlarin 470 nm’de aktiviteleri 6l¢tildii. Doygun substrat konsantrasyonlarinda 6lgiilen

aktivitelerden hesaplanan EU’ye kars: tiip sayis1 grafikleri gizilerek Sekil 4.4, 4.5°de

gosterildi.

Ay 2 Ay . ey ey N
f 0,08 |
| |
| |
i ’é‘ 0,06 |

c :
| © I

o0} :
[ !
i 2 0,04 i

© :
12 \’\o\. !
| 2 i
i < 0,02 |
| i
| |
| O T T T T T T T T T 1 |
| 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |
I Tiip sayisi '
N J

Sekil 4.2. Afinite kolonundan saflastirilan alabas turp POD enziminin saflastirma
sonrasinda eliiatlarin 280 nm’de vermis olduklar1 absorbanslar1 gosteren grafik
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Sekil 4.3 Afinite kolonundan saflastirilan kara lahana POD enziminin saflastirma
sonrasinda eliiatlarin 280 nm’de vermis olduklari absorbanslari gosteren grafik

Aktivite (EU/ml.dk)

Sekil 4.4. Afinite kolonundan saflastirilan alabag turp POD enziminin saflagtirma sonrasinda
eliiatlarin 470 nm’de vermis olduklari absorbanslara karsilik gelen EU’leri gosteren grafik
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Sekil 4.5. Afinite kolonundan saflastirilan kara lahana POD enziminir}_ saflagtirma sonrasinda
eltiatlarin 470 nm’de vermis olduklar1 absorbanslara karsilik gelen EU’leri gosteren grafik

4.2.2. POD’un afinite kolonu ile saflastirilma sonuglari

Ligant1 4-aminobenzohidrazit olan afinite kolonundan saflastirilan alabas turp ve kara
lahana peroksidaz enziminin saflagtirma etkinligini belirlemek i¢in toplanan eliiatlara 470
nm’de aktivite dl¢limii ve bu eliiatlar i¢in Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini
yapildi. Elde edilen sonuglar saflastirma tablosu haline getirilerek Cizelge 4.1, 4.2°de
gosterildi.

Cizelge 4.1. Alabag turp POD enziminin 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu ile
saflagtirma sonuglari

Toplam Toplam Toplam Spesifik Yiizde

Saflagtirma . Aktivite Protein - L - .~ Saflastirma
Hacim . Protein Aktivite Aktivite Verim
Basamaklar (ml) (EU/ml) (mg/ml) (mg) (€0) (EU/mg) (%) katsayis1
Homojenat 7,0 21,96 4,022 28,154 153,72 5,46 100 1
Afinite

. 5,0 10,96  0,0078 0,039 54,8 1405,13 35,7 257,4
Kromatografisi
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Cizelge 4.2. Kara lahana POD enziminin 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu ile
saflastirma sonuglari

Toplam Toplam Toplam Spesifik Yiizde

s:gﬁgggil Hacim I(Al\gk[tjl/\::,ts (Pnzom Protein Aktivite Aktivite Verim S;Ttls:rln;a
g (ml) J (mg)  (BU) (EU/mg) (%) savis
Homojenat 7,0 55,12 39130 27,391 385,84 14,09 100 1

Afinite

. 5,0 28,70  0,0065 0,0325 1435 441539 37,2 3134
Kromatografis

4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforez sonuclari

Sentezlenen 4-aminobenzohidrazit afinite kolonundan saflastirilan alabas ve kara lahana
peroksidaz enzimlerinin safligini kontrol etmek i¢cin SDS-PAGE yapildi. Boliim 3.2.4°te
anlatildig1 sekilde yapilan elektroforez sonrasinda jeller {izerinde elde edilen bantlarin
goriintlileri goriintiileme cihazlariyla bilgisayar ortamina aktarilarak molekiil kiitleleri
belirlendi. Saflastirilan alabas turp ve kara lahana POD enzimlerinin molekiil kiitleleri
cizilen log Mk-Rs grafiklerinden hesaplandi (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9; Cizelge 4.3).

[ 25 |
: y =-1,0352x + 2,0899 |
! R2 =0,9805

[ 2,0 |
@ i
@ i
0 T
(=) [
. O

= 10 |
i |
i [
: 0,5

! |
@ i
i 0,0 T T T T T T 1 I
i 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 |
i Rf '
\ Vi

Sekil 4.6. Alabas turp POD enzimi igin gizilen Ri-log Mk grafigi
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Sekil 4.7. Afinite kromatografisi ile saflastirilmis olan alabas turp peroksidaz enziminin
SDS-PAGE goriintiisii
*(1 Nolu kuyular: Saflastirilan alabas turp peroksidaz enzimi, 2 Nolu kuyu: Standart proteinler)

Sekil 4.8. Afinite kromatografisi ile saflagtiritlmis olan kara lahana peroksidaz enziminin
SDS-PAGE goriintiisii
*(1 Nolu kuyular: Saflastirilan kara lahana peroksidaz enzimi, 2 Nolu kuyu: Standart proteinler)
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Sekil 4.9. Kara lahana POD enzimi i¢in ¢izilen Rs-log Mk grafigi

Cizelge 4.3. Alabas turp ve kara lahana POD enzimleri i¢in SDS-PAGE ile hesaplanan
molekiil kiitlesi sonuglari

Enzim Bitki Molekiil Kiitlesi (kDa)
POD Alabas Turp 58,2
(Peroksidaz) Kara Lahana 73,4

4.3. Alabas Turp ve Kara Lahanadan Saflastirilan Peroksidaz Enzimlerinin

Karakterizasyon Calisma Sonuclar:

4.3.1. POD enziminin optimum pH sonuclar

Boliim 3.2.5.a’da anlatildigi iizere yapilan optimum pH ¢alismasi neticesinde alabag turp
ve kara lahana POD enzimlerinden elde edilen sonuglarla g¢izilen aktiviteye karst pH

grafikleri (Sekil 4.10, 4.11) asagida her bir enzim i¢in ayr1 ayri verildi.
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Aktivite (EU/ml.dKk)
N

O T T T T T T T 1
4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5
H
\ P /

Sekil 4.10. Alabas turp POD i¢in yapilan optimum pH calismasi sonucu elde edilen
verilerle gizilen Aktivite (EU/mI.dK)-pH grafigi

r 28 N
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Sekil 4.11. Kara lahana POD ig¢in yapilan optimum pH ¢aligmast sonucu elde edilen
verilerle gizilen Aktivite (EU/mI.dk)-pH grafigi
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4.3.2. POD enziminin optimum iyonik siddet sonuclar

Alabas turp ve kara lahana peroksidaz enzimlerinin aktiviteleri i¢in en uygun iyonik
siddet konsantrasyonunu belirlemeye yoOnelik yapilan calisma kapsaminda bdliim
3.2.5.b’de anlatildig1 sekilde her bir enzim i¢in ayr1 ayr1 deney diizenegi kurularak aktivite
dl¢iimleri gerceklestirildi. Elde edilen verilerle ¢izilen aktivite (EU/mI.dk)-konsantrasyon
grafikleri Sekil 4.12, 4.13°de verildi.

N\
[ 48 |
| |
- /\‘\\ |
RS @
| E !
R !
| 2 |
i < 35 j
| N
i i
i 3,0 T T T T T T T T T 1 I
| 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 |
!\ [KH,PO,] (M) j

Sekil 4.12. Alabas turp POD i¢in yapilan optimum iyonik siddet ¢alismasi sonucu elde
edilen verilerle gizilen Aktivite (EU/ml.dk)-[ KH2PO.] (M) grafigi
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Sekil 4.13. Kara lahana POD i¢in yapilan optimum iyonik siddet ¢alismas1 sonucu elde
edilen verilerle gizilen Aktivite (EU/mI.dK)-[ KH2PO4] (M) grafigi

4.3.3. POD enziminin optimum sicakhk sonuglar

Alabas turp ve kara lahanadan saflastirilan peroksidaz enzimlerinin optimum
sicakliklarmi ayr1 ayr belirlemek {lizere aktivite dl¢timleri yapildi. Aktivite dl¢timleri
yapilirken her bir enzimin optimum pH ve optimum iyonik siddet degerlerini iceren fosfat
tamponlart boliim 3.2.5.c’de anlatildig: sekilde kullanildi. Elde edilen aktivite sonuglar

ile gizilen aktiviteye (EU/ml.dk) kars1 sicaklik grafikleri Sekil 4.14, 4.15°de verildi.
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Sekil 4.14. Alabas turp POD i¢in yapilan optimum sicaklik ¢aligmasi sonucu elde edilen
verilerle ¢gizilen Aktivite (EU/ml.dK)-Sicaklik (°C) grafigi
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Sekil 4.15. Kara lahana POD ig¢in yapilan optimum sicaklik ¢alismasi sonucu elde edilen
verilerle gizilen Aktivite (EU/ml.dk)-Sicaklik (°C) grafigi
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4.3.4. Guaiakol ve H20z substratlarinin Km Ve Vmax degerlerini belirlemeye yonelik yapilan

calisma sonuclan

Alabas turp ve kara lahanadan saflastirilan peroksidaz enzimlerinin guaiakol ve H2Ozi¢in
Km Ve Vmax degerlerini belirlemeye yonelik boliim 3.2.5.d’de anlatildig: sekilde deneyler
yapildi. Yapilan deneyler neticesinde elde edilen aktivite degerleri ile her bir substrat igin

ayr ayr ¢izilen 1/[S]-1/V grafiklerinden Kn ve Vmax degerleri hesapland: (Sekil 4.16-

4.19).
e )
I i)
| y =1,7756x + 0,0726 i
| R>=0,9961 i
= 0,36 |
& .
| = !
| E !
= 0,24 i
2 |
| > :
[ !
i 0,12 @
| |
i i
i r 0 T T T 1 |
i -0,06 0,00 0,06 0,12 0,18 024 |
! 1/[Guaiakol] (mM) /'
\

Sekil 4.16. Alabas turp peroksidaz enziminin guaiakol i¢in ¢izilen 1/[Guaiakol]-1/V
grafigi
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Sekil 4.18. Kara lahana peroksidaz enziminin guaiakol i¢in ¢izilen 1/[Guaiakol]-1/V
grafigi
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Sekil 4.19. Kara lahana peroksidaz enziminin H2O; igin ¢izilen 1/[ H20l]-1/V grafigi

Cizelge 4.4. Alabas turp ve kara lahanadan saflastirilan peroksidaz enzimlerinin
karakterizasyon ¢aligmasi toplu sonuglari

Karakterizasyon Calismasi Alabas Turp Kara Lahana
Optimum pH 7,0 7,0
Optimum Iyonik Siddet (M) 0,2 0,3
Optimum Sicaklik (°C) 30 40
Km (mM) 24,46 8,37
Guaiakol -
Vmax (EU/ml.dk) 13,77 6,07
Km (mM) 3,53 13,32
H202 .
Vmax (EU/ml.dk) 8,03 37,74

4.4. 4-aminobenzohidrazit Molekiiliiniin 1Cso ve Ki Degerlerinin Belirlenmesi i¢in

Yapilan Calisma Sonuclar

Bu c¢aligma kapsaminda 4-aminobenzohidrazit molekiiliiniin alabas turp ve kara

lahanadan saflastirilan peroksidaz enzimleri iizerine guaiakol substrati kullanilarak
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inhibisyon etkileri arastirildi. Bu ama¢ dogrultusunda sabit doygun substrat
konsantrasyonunda (Guaiakol 45 mM) ve en az 5 farkli 4-aminobenzohidrazit
konsantrasyonlarinda aktivite Olglimleri yapilarak aktivite degerleri hesaplandi. Daha
sonra elde edilen degerler kullanilarak Aktivite (%)-[4-aminobenzohidrazit] grafikleri
(Sekil 4.20, 4.21) ¢izilerek ICso degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.20. Alabas turp POD enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 4-
aminobenzohidrazit ile elde edilen Aktivite(%)-[4-aminobenzohidrazit] grafigi
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Sekil 4.21. Kara lahana POD enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 4-
aminobenzohidrazit ile elde edilen Aktivite(%)-[4-aminobenzohidrazit] grafigi

ICso degerleri alabas ve kara lahana POD ig¢in belirlendikten sonra bolim 3.2.6’da
anlatildigr sekilde aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen aktivite sonuglart 1/V ve 1/[S]
degerlerine doniistiiriildii. Hesaplanan 1/V ve 1/[S] degerlerinden ¢izilen grafikler (Sekil
4.22, 4.23) yardimiyla 4-aminobenzohidrazit i¢in inhibisyon tipi ve K degerleri
hesaplandi (Cizelge 4.5).
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Sekil 4.21. Alabas turp POD enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 4-
aminobenzohidrazit ile elde edilen 1/V ve 1/[S] grafigi
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Sekil 4.22. Kara lahana POD enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 4-
aminobenzohidrazit ile elde edilen 1/V ve 1/[S] grafigi
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Cizelge 4.5. Alabas turp ve kara lahanadan saflastirilan peroksidaz enzimlerinin
inhibisyon galismasi toplu sonuglari

Bitki I1Cso0 (uM) Ki (uM) Inhibisyon Tipi
Alabas Turp 507,1 741,3+83 Yarigsmasiz
Kara Lahana 476,7 342,3+74 Yarismal

4.5. rac-Hidroperoksit Sentez Sonuglari

Bolim 3.2.7°de anlatilan deney prosediiriine gore rac-(1-hidroperoksietil)benzen
sentezlendi. Sentezlenen bilesik ve sentez esnasinda kullanilan rac-1-feniletanol 400

MHz *H-NMR ve 100 MHz 3C-NMR ile kontrol edildi. Elde edilen spektrumlar Ek 1.1,
1.2°de verildi. NMR spektrumlarinin yorumu ve HPLC analizi yapildi.

Rac-1-feniletanol

OH

@km

1

Renksiz sivi; tH-NMR (400 MHz; ppm; CDCls) & 7.35-7.23 (m, 5H), 4.85 (q, J = 6.4
Hz, 1H), 2.19 (bs, 1H), 1.46 (d, J = 6.4 Hz, 3H); 3C-NMR (100 MHz, ppm, CDCls) &
145.9, 128.5, 127.5, 125.4, 70.4, 25.2; HPLC analizi: Chiralcel OD kolon:
"PrOH/hekzan, (10/90), akis hizi: 0.6 ml/dk, 220 nm, Alikonma zamanlar1 R = 11.3 dk, S
=125dk
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Rac-(1-hidroperoksietil)benzen

OOH

©%Me

2

Renksiz sivi; *H-NMR (400 MHz; ppm; CDCls) & 7.80 (bs, 1H), 7.39-7.34 (m, 5H),
5.08 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 1.47 (d, J = 6.6 Hz, 3H); 3C-NMR (100 MHz, ppm, CDCls)
o 141.4, 128.7, 128.3, 126.5, 83.8, 20.1; HPLC analizi: Chiralcel OD kolon:
'PrOH/hekzan, (10/90), akis hiz1: 0.6 ml/dk, 220 nm, Alikonma zamanlar1 R = 14.6 dk, S
=17.6 dk

4.6. rac-Hidroperoksidin Bitki POD Ekstraktlari ile Indirgenme Sonuglar

Farkli bitki kaynaklarindan elde edilen POD ekstraklarinin her biri ile ayr1 ayr1 boliim
3.2.8’de anlatildig1 sekilde rac-(1-hidroperoksietil)benzenin kinetik rezoliisyon ¢aligsmasi
yapildi (Sekil 4.23). Reaksiyon sonucunda karisimin kendisi ile izole edilen hidroperoksit
ve alkol ayr1 ayr1 kiral OD kolonu kullanilarak HPLC’de yiirtitiildii ve elde edilen HPLC
spekrumlarindan (Ek 2.1-2.10) %ee degerleri hesaplandi. Hesaplanan sonuglar Cizelge
4.6-4.15°de verildi.

Homojenat
OOH (0,1 M fosfat tamponunda) OOH OH 0
Guaiakol (%40 mol) B
Me Me ¥ Me Me
25°C
2 (S)-2 (R)1 3

Sekil 4.23. rac-(1-hidroperoksietil)benzenin bitki POD enzimi ile indirgenme reaksiyonu
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Cizelge 4.6. Beyaz turp POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

No Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (S-2)  Keton (3)

(saat) (%) %oee %oee (%)
1 0,5 37 88 52
2 1,0 50 90 90 1
3 1,5 52 88 98

Cizelge 4.7. Kirmiz1 turp POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (S-2)  Keton (3)

No (saat) (%) %oee %ee (%)
1 1,0 28 98 38
2 1,5 36 94 52
0,4
3 375 52 86 96
4 4,5 53 86 98

Cizelge 4.8. Alabas turp POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

No Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (5-2)  Keton (3)

(saat) (%) %oee %oee (%)
1 075 38 66 40
2 1,0 43 64 48
2,3
3 15 50 64 64
4 2,0 56 60 76
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Cizelge 4.9. Tath turp POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

No Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (S-2)  Keton (3)

(saat) (%) %oee %oee (%)

1 025 54 86 100
0,2

2 0,75 63 60 100

Cizelge 4.10. Japon turpu POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (5-2)  Keton (3)

No (saat) (%) Y%oee %oee (%)
1 033 34 96 48
2,3
2 1,0 52 90 96

Cizelge 4.11. Kara lahana POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (5-2)  Keton (3)

No (saat) (%) %oee %ee (%)

1 0,5 55 80 98 1,8

Cizelge 4.12. Mor lahana POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (5-2)  Keton (3)

No (saat) (%) %oee %oee (%)

1 0,5 41 64 44

2,9
2 1,0 57 58 76
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Cizelge 4.13. Kirmizi pancar POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin
reaksiyonu sonucu elde edilen % degerler

No Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (S-2)  Keton (3)

(saat) (%) %oee %oee (%)
1 1,0 21 84 22
2 3,0 45 84 68 3,7
3 4,0 51 82 84

Cizelge 4.14. Yer elmasi POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (S-2)  Keton (3)

No (saat) (%) %oee %ee (%)
1 0,5 19 96 22
2 2,0 27 94 34
3 4,0 34 94 48
4 6,0 38 94 58 6,9
5 8,0 41 94 64
6 11,0 43 94 72
7 24,0 47 92 84

Cizelge 4.15. Zencefil POD enzimi ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin reaksiyonu
sonucu elde edilen % degerler

Siire  Doniisiim  R-Alkol (R-1)  S-Hidroperoksit (5-2)  Keton (3)

No (saat) (%) %oee %oee (%)
1 1,0 20 96 24
2 2,0 25 84 28
%5,9
3 4,0 27 82 30
4 20,0 32 68 32
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5. TARTISMA ve SONUC

Prostetik grup olarak ferriprotoporfirin IX (hem grubu) bulunduran peroksidazlar (POD)
baslica hayvanlarda, mantarlarda, bakterilerde ve bitkilerde bulunan bir glikoproteindir
(Rompel et al. 2007). Metabolik olaylar esnasinda meydana gelen H2O2’yi zararsiz hale
getirmek icin bircok aromatik molekiil peroksidazlar tarafindan substrat olarak
kullanmaktadir (Robert et al. 1993).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda peroksidaz enzimleri 6zellikle sentetik uygulamalar
icin biyokatalizor olarak biiyiik ilgi cekmislerdir. Peroksidazlar hetero atomlu ve
aromatik molekiillerin oksidasyonu, epoksidasyon reaksiyonlar1 ve rasemik
hidroperoksitlerin ~ enantiyoselektif indirgenme reaksiyonlarini katalizlemektedir.
Organik sentez reaksiyonlarinda onemli bir gorev iistlenen hidroperoksitler iyi bir
yiikseltgeyicidir. Rasemik hidroperoksitlerin hazirlanmasi i¢in literatiirde bilinen birkag
yontem bulunmaktadir. Ancak optikg¢e aktif saf hidroperoksitlerin hazirlanmasinda son
yillara kadar bilinen uygun bir yontem bulunmamaktadir (Adam et al. 1993; Adam and
Richter 1994).

Enzimler kiral bir biyokatalizor olarak rasemik ve pirokiral substratlardan optik¢e aktif
olan bilesiklerin liretilmesi i¢in kullanilabilmektedirler. Biyokatalizor olarak peroksidaz
enzimleri rasemik sekonder hidroperoksitlerden kinetik rezoliisyon yontemi kullanilarak
yiiksek saflikta enantiyomerce zenginlestirilmis alkol ve hidroperoksitlerin elde
edilmesinde kullanilirlar. Ancak ticari olarak satin alinan peroksidaz enzimleri hem ¢ok
pahalidir hem de 6zel tasima kosullar1 isteyen bir enzimdir. Bu ylizden sunulan tez
kapsaminda kolaylikla piyasadan temin edilebilen ve basit yontemlerle peroksidaz
ekstratlar1 hazirlanabilen farkli bitki kaynagi (beyaz turp, kirmizi turp, alabas turp, tath
turp, japon turpu, kara lahana, mor lahana, kirmizi pancar, yer elmasi ve zencefil)
peroksidazlar rac-(1-hidroperoksietil)benzenin asimetrik indirgenmesi i¢in kullanildilar.
Bitkilerden hazirlanan homojenatlarin her biri i¢in ayr1 ayr1 bolim 3.2.8’de anlatildig
sekilde reaksiyonlar kuruldu ve reaksiyon sonuglar1 kiral OD kolonunun kullanildigt

HPLC ile belirlenerek alkol ve hidroperoksit i¢cin %ee degerleri hesaplandi (Cizelge 5.1).
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Hesaplanan degerlere gore beyaz turp POD igin % 52’lik bir doniisiim ile %ee (R)-alkol
88 ve %ee (S)-hidroperoksit 98, alabas turp POD ig¢in % 56°lik bir doniisiim ile %ee (R)-
alkol 60 ve %ee (S)-hidroperoksit 76, tatli turp POD igin % 63°lik bir doniisiim ile %ee
(R)-alkol 60 ve %ee (S)hidroperoksit 99, kirmizi turp POD i¢in % 53’lik bir doniisiim ile
%ee (R)-alkol 86 ve %ee (S)-hidroperoksit 98, japon turpu POD igin % 52’lik bir
doniistim ile %ee (R)-alkol 90 ve %ee (S)-hidroperoksit 96, kara lahana POD igin % 55°1ik
bir doniisiim ile %ee (R)-alkol 80 ve %ee (S)-hidroperoksit 98, mor lahana POD i¢in %
57’1ik bir doniisiim ile %ee (R)-alkol 58 ve %ee (S)-hidroperoksit 76, kirmizi pancar POD
icin % 51°lik bir doniisiim ile %ee (R)-alkol 82 ve %ee (S)-hidroperoksit 84, yer elmasi
POD i¢in % 47°lik bir doniisiim ile %ee (R)-alkol 92 ve %ee (S)-hidroperoksit 84, zencefil
POD igin % 32’lik bir doniisiim ile %ee (R)-alkol 68 ve %ee (S)-hidroperoksit 32 olarak
elde edildi. Ayn1 zamanda bu ¢alismalar kerevizden izole edilen POD iginde yapilmis
fakat anlamli sonuglar elde edilememistir. Bu ¢alismada elde edilen kinetik rezoliisyon
sonuclarina gore biyokatalizor olarak kullanilan biitlin  bitki peroksidazlarinin
enantiyosegiciligi R-(1-hidroperoksietil)benzen molekiiliine oldugu belirlenmistir. Farkli
zaman siirelerinde gerceklesen reaksiyonlarla elde edilen sonuglara gore olusan (R)-
alkollerin %60-92 ve (S)-hidroperoksidin ise %76-99 araliginda degisen ee degerlerine
sahip olduklari tespit edildi. Bu degerlerden (R)-alkol i¢in en yiiksek deger %92 ile yer
elmasindan ve (S)-hidroperoksit i¢in ise en yiiksek deger tatli turptan izole edilen
POD’den elde edilmistir. Reaksiyon siiresiyle orantili olarak uygun alkol ve
hidroperoksidin ee’sindeki bu farkliliklar zamanla enzimin yapist ile ilgili pH, sicaklik
gibi ortam sartlarinda meydana gelen degisikliklerle agiklanabilir. Bitki ham ekstraktlari
ile yapilan reaksiyon sartlart hem alabas turp hem de kara lahanadan saflastirilan saf
enzimler i¢in yapilmistir. Ancak; saflagtirma sonrasinda yapilan diyaliz ve liyofilizasyon
islemleri esnasinda enzimlerde yasanan aktivite kayiplarindan dolayr anlamli sonuglar
elde edilememistir. Ayn1 reaksiyon sartlar1 biitiin bitki POD’ler ile rasemik tersiyer
hidroperoksitler i¢inde kurulmus ancak siterik etkiden dolay1 reaksiyonlarin ilerlemedigi

gbzlemlenmistir.

Bitki  peroksidazlar1 ile rac-(1-hidroperoksietil)benzenin  kinetik  rezoliisyon

reaksiyonuyla farkli yiizdelerde keton (3) molekiiliiniin olustugu goézlemlenmistir
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(Cizelge 5.1). Russell mekanizmasina (Sekil 5.1) gore inceledigimizde %6,9’luk deger
ile en yiiksek oranda yer elmasindan izole edilen POD ve en diisiik degerde ise %0,2’lik

oran ile tathh turptan izole edilen POD enziminin bu mekanizmay:r kullandig

belirlenmistir.
OH poD 00" 9:)0% Ph oH o
Ph” “Me Ph” “Me Y H) Ph” “Me Ph” “Me
2 Me Ph 1
-hv

Ph™ Me

w

Sekil 5.1. Russell mekanizmasi

Cizelge 5.1. Bitki POD’ler i¢in yapilan kinetik rezoliisyon toplu sonuglari

Doniisiim (R)-Alkol (R-1) (S)-Hidroperoksit (S-2) Keton (3)

Bitki (%) %ee %ee %
Beyaz Turp 52 88 98 1
Alabas Turp 56 60 76 2,3

Tath Turp 63 60 99 0,2
Kirmizi Turp 53 86 98 0,4
Japon Turp 52 90 96 2,3
Kara Lahana 55 80 98 1,8
Mor Lahana 57 58 76 2,9
Kirmiz1 Pancar 51 82 84 3,7
Yer elmasi 47 92 84 6,9
Zencefil 32 68 32 59

Afinite kromatografisi bir tiir adsorpsiyon kromatografisidir. Saflastirmak istedigimiz

materyalin, kolonun dolgu maddesini olusturan matrikse kovalent bir bag ile baglanmis
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olan liganta spesifik ve tersinir baglandig1 tekniktir. Bu yontem 6zellikle proteinlerin
saflagtirilmasinda ¢ok tercih edilmektedir. Afinite kromatografisi ile diger kromatografik
metotlar kullanilarak saflastirmasi birka¢ kademe isteyen, zaman olarak uzun siiren hatta
ayristirilmasi neredeyse miimkiin olmayan biyolojik materyaller, bu teknik ile sadece tek
kademede olduk¢a komleks karisimlardan saflagtirilmistir. Afinite jelinde genellikle
sephadex, sepharose, biyojel gibi matriksler kullanilmaktadir. Segilen ligantin izole
etmek istedigimiz maddeye spesifik ve tersinir baglanma afinitesi gostermesi istenilen en
onemli oOzelligidir. Afinite tekniginde bazi durumlarda istenmeyen etkilesimler
olabilmektedir. istenmeyen etkilesimler matriks ile ligant arasina uzanti kolu ad1 verilen

molekiiller sokularak ortadan kaldirilmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerinin afinite kromatografisi teknigi ile tek basamakta ve yiiksek saflikta
saflastirilmast bircok arastirmacinin temel hedefidir. Afinite kromatografisi ¢ok
basamakli saflagtirma islemleri esnasinda enzim aktivitesinde meydana gelen Onemli
kayiplar1 ortadan kaldirmak ve enzimi yiiksek bir verimle izole etmek i¢in saflagtirma
islemlerinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bu tez ¢alismalarinin bir béliimiinde ise alabas
turp ve kara lahana bitkilerinden peroksidaz enziminin afinite kromatografisi teknigi ile
saflastirilip karakterizasyonu ilk defa gergeklestirildi. Bu baglamda daha once
grubumuzca yapilan 4-aminobenzohidrazidin ligant olarak kullanildigi karaturp ve
salgam bitkilerinden POD enziminin saflastirilmasi ¢alismasi esas alindi (Kalin et al.
2014). Alabas turp ve kara lahana bitkilerinden POD enziminin saflastirilmasi igin
oncelikle afinite jeli hazirlandi. Daha sonra ligant olarak 4-aminobenzohidrazidin bagl
oldugu afinite kolonundan peroksidazlar saflastirild1 ve saf enzimlerin karekterizasyon
caligmalar1 i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, kullanilan
substratlarin Km Ve Vmax degerleri ve son olarak kullanilan ligantin inhibisyon 6zellikleri

belirlendi.

Calismalarimiz esnasinda afinite kolonlarindan elde etigimiz fraksiyonlardaki kalitatif
protein tayini spektrofotometrik olarak 280 nm’de 6lgiimler alinarak yapildi. Kullanilan

bu yontem fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik bir halka bulunduran protein
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yapisindaki amino asitlerin 280 nm’de UV 1sinlarini absorplamasi esasina dayanmaktadir
(Segel 1968).

Saflastirma islemlerinde kantitatif protein tayinleri Bradford metodu kullanilarak yapild.
Saflastirilan enzim ¢6zeltisi ve homojenattaki protein miktarlari bu yontemle belirlendi.
Proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanan bu yontemde,
olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Proteine boyanin
baglanmasi ¢ok hizli olmaktadir. Kullanilan yontemin bozucu etkilere karsi
hassasiyetinin diisiik olmas1 ve yiiksek oranlarda tekrarlanabilmesi diger yontemlerden
stiinliikleridir. Protein—boya kompleksinin c¢ozeltilerde uzun siire kalabilmesi ve
hassasiyetinin 1-100 ug arasinda olmasi diger bir tercih sebebidir (Bradford and Williams
1976).

Alabas turp ve kara lahanadan saflastirilan peroksidaz enziminin aktivite ol¢limii
spektrofotometrik bir metot kullanilarak yapildi. Bu yontem, kromojenik bir substrat olan
guaiakoliin H,O> tarafindan yiikseltgenmesi ve meydana gelen renkli molekiiliin (3,3 -
dimetoksi-4,4'-bifenokinon) absorbansta meydana getirdigi artisin 470 nm’de 6lglilmesi
esasina dayanmaktadir (Kalin et al. 2014). Enziminin birgok substrati olmasina ragmen
substrat olarak guaiakoliin se¢ilmesinin sebebi literatiirde molar ekstinksiyon katsayisinin
(€4700m=5000 M cm™) verilmesidir. Substrati guaiakol olan peroksidaz enziminin
saflastirma basamaklarindan sonra yapilan enzim aktivite 6l¢iim sonuglarini vermek i¢in;
1 enzim tnitesi “20°C’de ve 1 dk’da I umol guaiakoliin yiikseltgenmesini katalizleyen

enzim miktar1” olarak tanimlandi.

Hazirlamis oldugumuz 4-aminobenzohidrazit afinite kolonundan alabas turp ve kara
lahana bitkilerinden POD enzimini saflastirmak i¢in ham ekstraktlar hazirlandi. Bitki
peroksidazlarint hiicre kompartimanlarindan agiga ¢ikarmak icin etkili bir yontem olan
dondurma ¢6zme teknigi tercih edildi. Bu yontemin tercih edilmesinin diger bir sebebi

ise biyomolekiillerin bozulmamasi i¢in de diisiik bir sicaklik ortami1 saglamasidir.
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Alabas turp ve kara lahanadan hazirlanmis olan homojenatlar 6nceden dengelenmis 4-
aminobenzohidrazit kolonundan ayri ayr1 gegirilmistir. Spesifik liganta POD’larin
tutunup safsizliklarin jel ortamindan uzaklastirmak i¢in yikama islemi yapilmistir.
Yikama isleminden sonra liganta tutunmus olan POD’lar eliic edilerek tiim eliiatlarin
aktiviteleri ve protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar kullanilarak alabas
turp ve kara lahana POD’larin saflagtirma etkinliklerini gostermek i¢in saflagtirma
tablolari ¢izilmistir. Cizilen saflastirma tablolarina bakildiginda alabas turp POD enzimi
1405,13 (EU/mg)’lik bir spesifik aktiviteyle %35,7 verimle 257,4 Kat, kara lahana POD
ise 4415,39 (EU/mg)’lik bir spesifik aktiviteyle ve %37,2 verimle 313,44 Kat
saflastirilmistir. Yapmis oldugumuz saflastirma islemi tek bir kademe gergeklesmistir.
Ancak literatiire baktigimiz zaman amonyum siilfat c¢oktiirmesi, iyon degisim
kramatografisi, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi ve diyaliz gibi kromatografik
yontemlerden en az iki tanesi kullanilarak peroksidaz enzimi farkli kaynaklardan
saflastirilmistir. Yapilan POD saflastirma c¢aligmalar1 sonucu elde edilen saflagtirma
katsayilarina 6rnek olarak; hurma yapraklarindan {i¢ kromatografik yontem ile 1510000
(EU/mg) spesifik aktiviteyle %41 verimle 68 kat (Al-Bagmi et al. 2018), bugdaydan ii¢
kromatografik yontem ile 5,43 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %85 verimle 284 kat (Altin
et al. 2017), kuru fasulyeden ii¢c kromatografik yontem ile 25,29 (EU/mg) spesifik
aktiviteyle %4,8 verimle 0,86 kat (Koktepe et al. 2017), beyaz Ispanyol bitkisinden
(Cytisus multiflorus) dort kromatografik yontem ile 17961,5 (EU/mg) spesifik aktiviteyle
%37,8 verimle 1167,8 kat (Galende et al. 2015), Artocarpus lakoocha kauguklarindan iki
kromatografik yontem ile 10,8 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %28,82 verimle 4,0 kat
(Sonkar et al. 2015), Hevea brasiliensis hiicre siispansiyonundan ti¢ kromatografik
yontem ile 76872,7 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %1,77 verimle 44,21 kat (Chunwan et
al. 2013), papayadan iic kromatografik yontem ile 68,59 (EU/mg) spesifik aktiviteyle
%44,37 verimle 30,22 kat (Pandey et al. 2012), hurma yapraklarindan ii¢ kromatografik
yontem ile 906,2 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %5,8 verimle 17 kat (Abdurranman et al.
2011), 1spanak yapraklarindan iki kromatografik yontem ile 96,4 (EU/mg) spesifik
aktiviteyle %4,2 verimle 22,6 kat (Koksal 2011). at turpundan iki kromatografik yontem
ile 772,25 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %71,3 verimle 291 kat (Lavery et al. 2010), siyah
gram kabugundan (Vigna mungo) iki kromatografik yontem ile 1215291 (EU/mg)
spesifik aktiviteyle %44 verimle 44 kat (Ajila and Prasada Rao 2009), vanilya
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cekirdeginden iki kromatografik yontem ile 1563,5 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %19
verimle 21 kat (Marquez et al. 2008), karnabahardan (ii¢ kromatografik yontem ile
466987,9 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %0,2 verimle 19,33 kat (Koksal and Gulcin 2008)
kirmizi pancardan ii¢ kromatografik yontem ile 10500 (EU/mg) spesifik aktiviteyle
%84,6 verimle 15 kat (Rudrappa et al. 2007), marula meyvesinden ii¢ kromatografik
yontem ile 361,469 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %1,3 verimle 19 kat (Mdluli 2005), kara
lahanadan ii¢ kromatografik yontem ile 43805 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %33 verimle
33,5 kat (Gulcin and Yildirim 2005) saflastirmalar1 verilebilir. Literatiirdeki POD
saflastirma yontemleri maliyet agisindan oldukca kiilfetli ve zaman agisindan uzun bir
stire gerektiriyor. Bu tez kapsaminda yapmis oldugumuz ¢aligmay1 dnceki caligsmalarla
kiyasladigimiz zaman hem siire hem de maliyet acisindan oldukc¢a avantajli oldugu

goriilmektedir.

POD enzimi ayni zamanda 4-aminobenzohidrazit molekiilinden hazirlanmis afinite
jelinden daha onceki ¢alismalarda farkli kaynaklardan saflastirilmistir. Bu ¢aligmalarda;
karaturptan 947,5 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %10,6 verimle 40,3 kat (Kalin et al.
2014), salgamdan 9626,7 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %9 verimle 269,3 kat (Kalin et al.
2014), beyaz lahanadan 964,5 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %4,3 verimle 24,7 kat (Erdem
et al. 2015), mor lahanadan 3550 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %2,9 verimle 120,6 kat
(Somturk et al. 2014) ve kirmizi pancardan 1725 (EU/mg) spesifik aktiviteyle %38
verimle 24,7 kat (Inal et al. 2015) saflastirma sonuglar1 bulunmustur. Elde edilen
sonuglara gére hem alabas turp hem de kara lahana peroksidaz enzimi 6nceki ¢aligmalara
gore daha yiiksek verimle ve saflastirma kat sayis1 ile saflastirilmistir. Onceki calismalar
ve bu caligma elde edilen sonuglar gosteriyor ki 4-aminobenzohidrazitden hazirlanmis
olan bir afinite kolonundan peroksidaz enzimi farkli kaynaklardan tek kademede

saflastirilabilmektedir.

Saflastirmis oldugumuz alabas turp ve kara lahana peroksidaz enzimlarinin safliklarini ve
molekiil kiitlelerini belirlemek i¢in daha 6nceden anlatilan sekilde SDS-PAGE yapildi.
Yapilan elektroforez galismalarindan anlasildigi {izere hem alabas turp hem de kara

lahana peroksidazlari saf bir sekilde izole edilmistir. Goriintiileri bilgisayar ortamina
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aktarilan jellerden alabas turp ve kara lahana peroksidazlarinin molekiil kiitleleri ayr1 ayri
cizilen Rr-logMk grafiklerinden hesaplandi. Hesaplanan degerlere gore alabas turp igin
molekiil kiitlesi 58,2 kDa bulunurken kara lahanadan izole edilen peroksidaz i¢in ise 73,4
kDa olarak tespit edildi. Literatiirde farkli kaynaklardan saflastirilan peroksidaz
izoenzimlerinin molekiil kiitleleri yine ayni yontem kullanilarak belirlenmistir. Farkli
kaynaklardan izole edilmis bu peroksidazlarin molekiil kiitleleri; hurma yapraklarinda 68
kDa (Al-Bagmi et al. 2018), bugdayda 38,8 kDa (Altin et al. 2017), kuru fasulyeden 45
kDa (Koktepe et al. 2017), beyaz Ispanyol bitkisinde 50 kDa (Galende et al. 2015),
Artocarpus lakoocha kauguklarinda 53 kDa (Sonkar et al. 2015), beyaz lahanada 73,2
kDa (Erdem et al. 2015), kirmiz1 pancarda 80 kDa (Inal et al. 2015), karaturpta 67,3 kDa
(Kalin et al. 2014), salgamda 65,8 (Kalin et al. 2014), mor lahanada 69,3 kDa (Somturk
et al. 2014), hurma yapraklarinda (Al-Senaidy and Ismael 2011) 55 kDa, at turpunda
(Lavery et al. 2010) 37 kDa, zeytinde (Tzika et al. 2009) 44 kDa, brokoli (Tipawan and
Barrett 2005; Koksal and Guicin 2008) 43 kDa, vanilya ¢ekirdeginde (Marquez et al.
2008) 46,5 kDa, kara lahanada (Gulcin and Yildirim 2005) 95 kDa, hurma yapraklarinda
(Deepa and Arumughan 2002) 48 kDa, cilekte (Civello et al. 1995) 65 kDa ve domatesde
(Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982) 43 kDa olarak belirlenmistir. Ozetle POD’un
molekiil kiitlesi 40 ile 100 kDa araliginda saflastirilan kaynaga gore degiskenlik
gostermektedir. Bu ¢aligmada belirlenen peroksidaz enzimlerinin molekiil kiitlesi

sonuglari bu aralik igerisinde oldugu i¢in literatiirii dogrulamaktadir.

Alabas turp ve kara lahanadan peroksidaz enzimi saflastirildiktan sonra enzimlerin
karekterizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi. Bu baglamda hem alabas turp hem de kara
lahana POD i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet ve optimum sicaklik parametreleri

belirlendi.

Saf alabas turp ve kara lahana peroksidaz enzimlerinin optimum pH’larini belirlemek i¢in
0,1 M’lik fosfat tamponundan farkli pH’larda (5,0-8,0 araliginda) ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu ¢ozeltiler kullanilarak enzimler i¢in ayr1 ayr1 aktivite dl¢limleri yapildi. Elde edilen
sonuglardan c¢izilen grafiklerle hem alabas hem de kara lahana POD i¢in optimum pH
degeri 0,1 M’lik fosfat tamponunda pH 7,0 olarak belirlendi. Farkli kaynaklardan izole
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edilen POD enzimleri i¢in optimum pH degerleri ise; bugday i¢in fosfat tamponunda 5,5
(Altin et al. 2017), kuru fasulye i¢in fosfat tamponunda 5,0 (Koktepe et al. 2017), beyaz
lahana igin fosfat tamponunda 6,5 (Erdem et al. 2015), kirmiz1 pancar igin fosfat
tamponunda 6,5 (Inal et al. 2015), karaturp i¢in fosfat tamponunda 6,5 (Kalin et al. 2014),
salgam i¢in fosfat tamponunda 6,5 (Kalin et al. 2014), mor lahana i¢in fosfat tamponunda
6,5 (Somturk et al. 2014), karnabahar icin fosfat tamponunda 5,0 (Koksal and Gulcin
2008), kara lahana igin Tris/HCI tamponunda 7,5 (Gulcin and Yildirim 2005), ispanak
yapraklari igin fosfat tamponunda 5,2 (Koksal 2011), at turpu i¢in fosfat tamponunda 7,0
(Lavery et al. 2010), karayip bitkisi i¢in fosfat tamponunda 7,0 (Kumar et al. 2011) olarak
belirlenmistir. Onceki yapilan ¢alismalar gosteriyor ki optimum pH degerleri 5,0-7,5
araliginda saflastirilan kaynaga gore degiskenlik gostermektedir. Bu ¢calisma kapsaminda
belirlenen optimum pH degerleri literatiirle uyum icindedir. Elde edilen bulgular esiginde
peroksidaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH aralig1 genellikle nétr pH’nin alt1 olan

asidik pH degerleridir.

Diger bir karakterizasyon c¢alismasi kapsaminda her iki peroksidaz enzimi i¢in optimum
iyonik siddeti ¢alismasi yapildi. Bu baglamda alabas turp ve kara lahanadan saflastirilan
peroksidaz enzimleri i¢in optimum pH degerinde olan 0,01 ile 1,0 M arasindaki
konsantrasyona sahip fosfat tamponlarinda ayri ayri aktivite dl¢timleri yapildi. Elde
edilen sonuglar ile ¢izilen grafiklerden alabas turp ve kara lahana igin optimum iyonik
siddet degerleri sirasiyla pH’s1 7,0 olan fosfat tamponunda 0,2 M ve 0,3 M olarak
belirlendi. Daha onceki ¢alismalarda farkli kaynaklardan izole edilen peroksidaz
1zoenzimlerinin optimum iyonik siddet degerleri; bugday i¢in fosfat tamponunda (pH:5,5)
0,1 M (Altin et al. 2017), kuru fasulye i¢in fosfat tamponunda (pH:5,0) 0,3 M (Koktepe
et al. 2017), beyaz lahana i¢in fosfat tamponunda (pH:6,5) 0,6 M (Erdem et al. 2015),
kirmizi pancar i¢in fosfat tamponunda (pH:6,5) 0,7 M (Inal et al. 2015), karaturp i¢in
fosfat tamponunda (pH:6,5) 0,1 M (Kalin et al. 2014), salgam i¢in fosfat tamponunda
(pH:6,5) 1,0 M (Kalin et al. 2014), mor lahana i¢in fosfat tamponunda (pH:6,5) 0,3 M
(Somturk et al. 2014), karnabahar i¢in fosfat tamponunda (pH:5,0) 1,0 M (Koksal and
Gulcin  2008) oldugu tespit edilmistir. Genel anlamda baktigimizda bitki
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peroksidazlarinin optimum iyonik siddet degerlerinin sabit kalmadigini kaynaktan

kaynaga gore farklilik gdsterdigi gortilmektedir.

Optimum sicaklik degerini belirlemek i¢in alabas turp ve kara lahana bitkilerinden
saflagtirilan peroksidaz enzimlerinin optimum pH ve optimum iyonik siddet degerlerine
sahip fosfat tamponunda 10’ar °C artisla 0-80°C araliginda aktivite Olglimleri
gerceklestirildi. Yapilan calismalar neticesinde elde edilen verilere gore optimum sicaklik
degerleri alabas turp i¢in 30°C, kara lahana igin ise 40°C oldugu belirlendi. Peroksidaz
enzimin optimum sicaklik degerleri literatiirde optimum pH ve optimum iyonik siddette
yapilan ¢alismalar sonucunda; bugday igin 40°C (Altin et al. 2017), kuru fasulye igin
30°C (Koktepe et al. 2017), beyaz lahana i¢in 30°C (Erdem et al. 2015), kirmiz1 pancar
icin 70°C (Inal et al. 2015), karaturp i¢in 30°C (Kalin et al. 2014), salgam igin 30°C
(Kalin et al. 2014), mor lahana i¢in 40°C (Somturk et al. 2014), vanilya ¢ekirdegi igin
16°C (Marquez et al. 2008), hurma yapraklari i¢in 55°C (Al-senaidy and Ismael 2011),
kara lahana i¢in 40°C (Gulcin and Yildirim 2005), karnabahar i¢in 30°C (Koksal and
Gulcin 2008), 1spanak yapraklari i¢in 60°C (Koksal 2011), karayip bitkisi i¢in 50°C
(Kumar et al. 2011) olarak bulunmustur. Literatiir verileri ve bu ¢alismada elde edilen
sonuglar gosteriyor ki peroksidaz enzimi, genelde ya 30°C yada 40°C’ta maksimum

aktivite gostermektedir.

Enzimin substrata olan ilgisini gosteren Km Ve Vmax degerlerini bulmak i¢in alabag turp
ve Kkara lahanadan saflastirilana peroksidaz enzimlerinin substratt olan guaiakol ve
hidrojen peroksidin doygun olmayan en az 5 farkli konsantrasyonda her bir enzim ve her
bir substrat i¢in ayr1 ayri aktivite Olgtimleri yapildi. Bulunan degerler 1/V ve 1/[S]
degerlerine doniistiiriilerek Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen bu grafiklerden
alabas turp POD i¢in guaiakol substratinda Km degeri 24,46 mM ve Vmax degeri 13,77
EU/ml.dk, hidrojen peroksit substratinda Km degeri 3,53 mM ve Vmax degeri 8,03
EU/ml.dk, kara lahana POD igin ise guaiakol substratinda Km degeri 8,37 MM ve Vmax
degeri 6,07 EU/ml.dk, hidrojen peroksit substratinda Km degeri 13,32 mM ve Vmax degeri
37,74 EU/ml.dk olarak hesaplandi. Guaiakol substrati ile peroksidazlar igin literatiirde
yapilan ¢alismalarda Km ve Vmax degerleri; bugday i¢in Km degeri 6,6 mM (Altin et al.



82

2017), kuru fasulye i¢in Km degeri 0,0154 mM (Koktepe et al. 2017), beyaz lahana igin
Km degeri 3,19 MM ve Vmax degeri 0,2 EU/ml.dk (Erdem et al. 2015), kirmiz1 pancar i¢in
Km degeri 9,09 MM Ve Vimax degeri 1,38 EU/ml.dk (Inal et al. 2015), karaturp icin Kn
degeri 24,88 mM ve Vmax degeri 3,23 EU/ml.dk (Kalin et al. 2014), salgam i¢in Km degeri
3,23 mM ve Vmax degeri 0,797 EU/ml.dk (Kalin et al. 2014), mor lahana i¢in Kn degeri
0,048 MM ve Vmax degeri 1,46 EU/ml.dk (Somturk et al. 2014), vanilya ¢ekirdegi i¢in Km
degerini 3,8 mM (Marquez et al. 2008), palmiya yapraklari i¢in Ky degeri 3,96 mM
(Deepa and Arumughan 2002), hurma yapraklari i¢in Ky degeri 0,77 mM (Al-senaidy
and Ismael 2011), at turpu i¢in Kn degeri 0,5 mM (Lavery et al. 2010), kara lahana igin
Kmdegeri 5,5 mM (Gulcin and Yildirim 2005), karnabahar i¢in Kmdegeri 141,64 mM ve
Vmax degeri 7500 EU/ml.dk (Koksal and Gulcin 2008), 1spanak yapraklar1 i¢in Km degeri
17,35 MM ve Vmax degeri 1234 EU/ml.dk (Koksal 2011) olarak hesaplanmistir. Ayni
sekilde hidrojen peroksit substrati ile peroksidazlar i¢in literatiirde yapilan ¢alismalarda
Km Ve Vmaxdegerleri; bugday i¢in Ky degeri 7,3 mM (Altin et al. 2017), kuru fasulye i¢in
Km degeri 0,065 mM (Koktepe et al. 2017), karaturp igin Kn degeri 3,247 mM ve Vmax
degeri 0,799 EU/ml.dk (Kalin et al. 2014), salgam icin Ky degeri 12,49 mM ve Vmax
degeri 4,055 EU/ml.dk (Kalin et al. 2014) olarak tespit edilmistir. Km degeri enzim
substrat kompleksinin saglamliginin bir 6l¢iisiidiir. Km degerinin yiiksek olmasi enzimin
substrata ilgisinin az oldugunu, diisiik olmasi ise enzimin substrata ilgisinin yiiksek
oldugunu goésterir. Bu tez kapsaminda yapmis oldugumuz caligmalar ile her iki substrat
icin bulunan Km degerlerine bakildiginda; guaiakol substratina kara lahana peroksidaz
enzimi, hidrojen peroksit substratina ise alabas turptan izole edilen peroksidaz enzimi

daha yiiksek ilgi gostermektedir.

Ligant olarak kullandigimiz 4-aminobenzohidrazit molekiiliniin alabas turp ve kara
lahana bitkilerinden izole edilen peroksidaz enzimleri {izerine inhibisyon etkileri
arastirildi. 4-aminobenzohidrazit molekiiliiniin alabas turp ve kara lahana POD enzimleri
izerine inhibisyon etkisi detayl bir sekilde ilk defa bu tez kapsaminda yapildi. Her bir
enzimin 1Cso degerini belirlemek igin guaiakol substrat1 varliginda reaksiyon ortamina 5
farkli konsantrasyonda 4-aminobenzohidrazit c¢ozeltisi ilavesiyle aktivite oOlgtimii

gerceklestirildi. Elde edilen aktivite Olgimlerin % Aktivite-[4-aminobenzohidrazit]
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grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden ICso degerleri alabas turp POD i¢in 507,1 uM kara
lahana POD igin ise 476,7 pM olarak hesaplandi. Literatiirde yapilan inhibisyon
caligmalar1 kapsaminda 4-aminobenzohidrazit moliikiiliiniin POD’lar i¢in 1Csg degerleri;
beyaz lahanada 0,517 mM (Erdem et al. 2015), kirmiz1 pancarda 0,047 mM (Inal et al.
2015), karaturpta 0,726 mM (Kalin et al. 2014), salgamda 1,167 mM (Kalin et al. 2014),
mor lahanada 1,047 mM (Somturk et al. 2014) olarak belirlenmistir. Elde edilen ICso
degerleri incelendiginde her ne kadar sonuglar bir birine yakin olsa da alabas turp
peroksidaz enzimini inhibe etmek i¢in kara lahana peroksidaz enzimine gore daha yiiksek

konsantrasyonda 4-aminobenzohidrazit molekiilii gerekmektedir.

ICso degerleri hesaplandiktan Kjve inhibisyon tiplerini belirlemek i¢in alabas turp ve kara
lahana POD’lar igin ¢alismalar yapildi. Bu ¢alisma kapsaminda her bir bitki peroksidazi
icin 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit 4-aminobenzohidrazit
konsantrasyonunda aktivite ol¢timleri gergeklestirildi. Hesaplanan aktivite degerlerinden
faydalanilarak 1/V ve 1/[S] degerleriyle Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen
grafikler yardimiyla alabas turp icin Kidegeri 741,3+83 uM, inhibisyon tipi yarismasiz,
kara lahana i¢in ise Kjdegeri 342,3+74 uM, inhibisyon tipi ise yarigmali oldugu bulundu.
Literatiirde 4-aminobenzohidrazit’in POD iizerine inhibisyon etkileri; beyaz lahana i¢in
Ki degeri 0,994+0,453 uM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Erdem et al. 2015), kirmizi
pancar i¢in K;j degeri 0,78+0,17 uM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Inal et al. 2015),
karaturp igin K degeri 0,5947+0,012 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Kalin et al.
2014), salgam i¢in Kjdegeri 1,103+0,102 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Kalin et al.
2014), mor lahana i¢in Kjdegeri 0,702+0,05 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Somturk
et al. 2014) seklinde belirlenmistir. Kjve inhibisyon tipi belirleme galismasi gergevesinde
elde edilen sonuglara gore; alabas turp peroksidaz enzimi dnceki ¢aligmalarda oldugu gibi
yarismasiz inhibisyon gosterirken kara lahana peroksidaz enzimi ise yarigmali inhibisyon
tipi gdstermistir. Inhibisyon tiplerine gére 4-aminobenzohidrazit inhibitdrii alabas turptan
saflagtirilan peroksidaz enziminin aktif merkezinden farkli bir yere baglanirken, kara
lahanadan saflastirilan peroksidaz enziminde ise substrat ile 4-aminobenzohidrazit

inhibitorii enzimin aktif merkezine baglanmak i¢in yaris halindedir. Alabas turp POD i¢in
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enzim inhibitdr ayrigma sabiti olan Ki degeri kara lahana POD’un inhibisyonundan elde

edilen degerin iki katindan daha fazladir.

Peroksidaz enzimini saflastirmak i¢in kullandigimiz saflastirma teknigi; diisiik maliyetli

olmasi, kisa zaman zarfinda yiiksek saflikta iirlin elde edilmesi ve en 6nemlisi hazirlanan

kolon dolgu malzemesinin defalarca kullanilabilir olmas1 gibi 6zellikleri ile bizlere

avantajlar saglamaktadir.

Sonuc¢ Olarak;

1) Farkli  bitki kaynaklarindan izole edilen POD’lar ile rac-(1-
hidroperoksietil)benzenin kinetik rezoliisyonu ilk defa bu tez kapsaminda
gerceklestirildi.

2) Alabag turpundan POD enzimi ilk defa bu tez kapsaminda saflagtirildi. Ayni

3)

4)

5)

zamanda saflastirma islemi ilk kez afinite kromatografisi metoduyla yapildi.
Kara lahana koklerinden POD enzimi ilk kez afinite kromatografisi teknigi ile bu
calisma kapsaminda saflastirildi.

Saflagtirilan alabas turp ve kara lahana POD karakterizasyon ¢aligmasi alabag turp
icin ilk kez kara lahana igin ise literatiirii dogrulamak igin tekrar yapildi.

Yapilan ¢alismada afinite kolonunun ligantin1 olusturan 4-aminobenzohidrazit
molekiilii igin detayli inhibisyon kinetigi parametreleri alabas turp ve kara lahana
POD i¢in ilk defa gerceklestirildi.
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