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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

PEROKSIDAZ ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFiSi TEKNiGi iLE
KARNABAHARDAN SAFLASTIRILMASI VE iNHiBiSYON KiNETiGININ
INCELENMESI

Fatma Nurdan AGIRCELIK

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Gida Giivenligi Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Zilleyha ALMAZ

Bu tez kapsaminda 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid molekili kullanilarak karnabahar
(Brassica oleracea var. botrytis L.) peroksidaz enziminin saflastirilmasi, afinite kromatografisi teknigi ile
ilk defa ve tek kademede gergeklestirildi. Ligand olarak kullandigimiz 4-amino 3-bromo 2-metil
benzohidrazid molekuliniun karnabahar peroksidaz (POD) enzimi i¢in inhibisyon tipi arastirildi ve
doniisimli inhibisyon etkisi gosteren bu molekil Sepharose-4B-L-Tirozin matriksine baglanarak elde
edilen afinite jeli ile bu enzimin saflastirilmas1 gerceklestirildi. Hazirlanan bu afinite jelinden saflastirilan
Karnabahar POD enziminin SDS-PAGE teknigiyle saflik kontrolll yapildi, molekiil agirhig: belirlendi ve
bu enzim i¢in 44 kDa’da tek bant gdzlendi. Afinite teknigi ile Saflagtirmada ligand olarak kullandigimiz 4-
amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid molekili ile Karnabahar POD enzimi %15,4 gibi yiksek bir verimle
562 Kkat saflagtir1ldi. Inhibitér olarak kullandigimiz 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid molekiilt
karnabahar peroksidazi i¢in yarigmali inhibisyon tipi sergiledi. Guaiakol substrati i¢in Kj ve ICsp
degerlerinin tespit edilmesi amaciyla gergeklestirilen Kinetik ¢alismada ise Karnabahar POD enzimi i¢in K;
degeri 0,113+0,012 mM ve ICso degeri 0,196 mM olarak hesaplandi.

Ayrica bu ¢alismada peroksidaz enziminin kullanim alani, endiistri agisindan dnemi, saflastirma
yontemleri ve hangi iirlinlerden elde edildigi gibi konulara deginildi. Literaturde bulunan peroksidaz
caligma metotlar1 ve elde edildigi kaynaklar incelendi.

2022, 67

Anahtar Kelimeler: Affinite kromatografisi, enzim saflastirma, enzim kinetigi, karnabahar,
peroksidaz



ABSTRACT

MS THESIS

PURIFICATION OF PEROXIDASE ENZYME FROM CAULIiFLOWER BY
AFFINITY CHROMATOGRAPHY TECHNIQUE AND INVESTIGATION OF
INHIBITION KINETICS

Fatma Nurdan AGIRCELIiK

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Food Safety

Advisor: Assist. Prof. Zilleyha ALMAZ

Within the scope of this thesis, the purification of Cauliflower (Brassica oleracea var. botrytis L.)
peroxidase enzyme using 4-amino 3-bromo 2-methyl benzohydrazide molecule was carried out for the first
time and in a single step by affinity chromatography technique. The inhibition type for the Cauliflower
peroxidase (POD) enzyme of the 4-amino 3-bromo 2-methyl benzohydrazide molecule we used was
investigated. Purification of this enzyme was carried out with the affinity gel obtained by binding this
molecule to the Sepharose-4B-L-Tyrosine matrix, which showed a reversible inhibition effect. The purity
of the Cauliflower POD enzyme purified from this affinity gel was checked by the SDS-PAGE technique
and its molecular weight was determined. A single band at 44 kDa was observed for the cauliflower POD
enzyme. Cauliflower POD enzyme was purified 562 fold with a yield of 15.4% with 4-amino 3-bromo 2-
methyl benzohydrazide molecule used as a ligand in purification by affinity technique. The 4-amino 3-
bromo 2-methyl benzohydrazide inhibitor exhibited a competitive type of inhibition for Cauliflower
peroxidase. In this study, which was carried out to determine the Kjand ICsy values for the guaiacol
substrate, the Kjvalue for the Cauliflower POD enzyme was calculated as 0.113+£0.012 mM and the ICsp
value as 0.196 mM. In addition, in this study, the usage area of peroxidase enzyme, its importance in terms
of industry, purification methods and the products from which it is obtained were mentioned. The
peroxidase working methods in the literature and the sources from which it was obtained were examined
in detail.
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Keywords: Affinity chromatography, enzyme purification, enzyme kinetics, cauliflower, peroxidase
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1. GIRIS

Canli sistemlerinde meydana gelen tiim yapim ve yikim olaylarina metabolizma
ad1 verilir (Boldaz, 2021). Canli mekanizmalarinda yasamin devam edebilmesi igin ¢esitli
kimyasal reaksiyonlar gerceklesmelidir. Kimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesi
yasamsal faaliyetler acisindan 6nemlidir. Bu reaksiyonlar aktivasyon enerjisi engelinin
asilmasiyla gergeklesmektedir. Katalizorler tepkimeye giren molekullerin aktivasyon
enerjisini kolay asmasi1 amaciyla kullanilir (Klibanov, 1983). Tepkimeler kendi dogal akis
siireclerine birakildiginda yasamsal faaliyetlerin aksamasini engelleyebilecek kadar hizli
degillerdir. Bu sebeple hizlandirilmalari yani enzimatik katalizlenmeleri gerekmektedir
(Inal, 2013). Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyerek hizlarmi arttiran, yapilari
reaksiyon esnasinda degissede sonucta ilk formuna donerek reaksiyon hizin1 105-10' kat
artiran, bazi kaynaklara gorede 107 kat arttiran protein yapisindaki biyokimyasal
katalizorlere enzim denir (Kogak, 2018).

Enzimlerin yaklasik 5.000 kadar biyokimyasal reaksiyonun hizlanmasinda rol
aldign  bilinmektedir  (Oztekin, 2016). Enzimler tarafindan katalizlenmenin
gergeklestirildigi reaksiyonlarda kimyasal enerji kaybolmaz, korunur veya baska bir
yapiya gevrilir ve basit 6ncullerden ¢ok bilylik molekiil yapilari imal edilir (Lehninger ve
ark., 2005).

Enzimler tepkimelerdeki reaksiyon hizini arttiran, tepkimelerde segicilikleri fazla
olan ve protein formundaki biyomolekdllerdir. Bunlar, enzimlerin kendilerine mahsus ¢
boyutlu yapilarina dayanmaktadir. Canli sistemlerinde reaksiyonlar1 katalizleyen ancak
protein formunda olmayan katalitik RNA molekiilleri (ribozim) de bulunmaktadir
(Schomburg ve ark., 2012).

Enzimler ¢ok eski zamanlardan beri farkinda olunmadan kullanilmaktadir.
Ornegin yogurt, kefir, peynir ve sarap gibi gida iiriinlerinin yapim asamasinda insanlik
uzun yillardir enzimleri kullanmaktadir. Teknolojinin gelisimiyle beraber enzimlerin

Onemi anlasilmis ve boylece retimleri hiz kazanmistir (Algul, 2019).

1.1 Enzimlerin Reaksiyon Hizim Etkileyen Faktorler

Enzimlerin reaksiyon katalizleme hizlarim1 etkileyen pek c¢ok faktor
bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 asagida belirtilmistir.
1. Substrat konsantrasyonu,

2. Kofaktor konsantrasyonu,



Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorler,
Zaman,

Sicaklik,

Iyonik siddet,

Enzim miktari,

pHa

© ©® N o o s w

Inhibitér ve aktivatdr konsantrasyonlar,

10. Reaksiyon driinleri (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Sicakhik: Sicaklik enzimatik reaksiyon hizini etkileyen ve enzim Uzerinde
dogrudan etkiye sahip etmenlerden biridir. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi degisken
olmaktadir. Normal ortam sartlarinda pek ¢ok enzim 50-60 °C sicaklikta denatiire olur.
Enzim aktivitesi sicakligin artmast ile 6nce bir miktar kadar artar ancak sonrasinda diiser.
Enzim aktivitesinin en yiksek olarak gozlendigi sicakliga optimum sicaklik denir (Daniel
ve ark., 2010).

Reaksivon

Sekil 1.1. Optimum sicaklik grafigi

pH: Enzimler ortamin asidik veya bazik olmasindan etkilenmektedir. En ylksek
enzim aktivitesinin gosterildigi pH degerine o enzimin optimum pH ‘s1 denir (Ozata ve
Kutlu, 2000). Her enzimin aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum pH degisiklik
gosterebilmektedir ancak pek ¢ok enzim pH: 1 ve pH: 11 dolaylarinda aktivitelerini
kaybeder (Keskin, 1987).



Reaksiyon
Hiza

Sekil 1.2. Optimum pH grafigi

Zaman: Enzimatik reaksiyonlar devam ederken substratin zamanla azalmasi ve
enzimin zamanla aktivitesini kaybetmesi gibi nedenlerden, zaman gectikge reaksiyon hizi
diismektedir (Keha ve O.1., 2009).

Inhibitér ve aktivator konsantrasyonlari: Enzimin reaksiyon hizi inhibitor
varhiginda azalirken aktivatorlerin varligi ile reaksiyon hizi artmaktadir. Bu durumda, her
iki molekilun konsantrasyon degisiminde de enzim hizi degismektedir.

Enzim miktari: Ortamda bulunan substrat miktarinin yeterli olmasi halinde

enzim miktarinin yiiksek olmasi reaksiyon hizini yiikseltir.

Reaksiyon
Hizx

Enzim
Sekil 1. 3. Reaksiyon hizinin enzim konsantrasyonu ile degisim grafigi
Substrat konsantrasyonu: Enzim ve diger faktorlerin sabit tutulmasi halinde
ortamda bulunan substrat konsantrasyonunun arttirilmasi ile reaksiyon hizi artmaktadir
ancak enzimin substrat agisindan doygunluga ulasmasi ile reaksiyon hizi sabit

kalmaktadir.
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Sekil 1.4. Reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimi grafigi

Enzimler cok gicli katalizorlerdir buna karsin genellikle tek tip substrati {irline

dontistiirebilme 6zgiilliigiindedir (Gokgal, 2020).

1.2 Enzimlerin Sitmiflandirilmasi

Enzimler Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB)
tarafindan katalize ettikleri tepkime gurubuna gore 6 ana gruba ayrilmiglardir. Bu gruplar

Cizelge 1.1’ de verilmistir.



Cizelge 1.1. Enzimlerin siniflandiriimasi (Yildirim, 2014)

Enzim smifi

Canh
sistemlerdeki

biyokimyasal
fonksiyonu

Tipik enzimler

Tipik polimerler

Polianilinler, Polifenoller,

Oksidasyon Peroksidaz, Polistiren
Oksidoreduktazlar rediiksiyon Lakkaz ’
reaksiyonlarini Polimetil metakrilat
katalizlerler
Fonksiyonel PHA sentetaz, Poliester,
takimin Hiyaluronik L
molekiiller aras1 asit sentetaz, Hiyaluronik asit,
Transferazlar 3
aktarimini Fosforilaz ;
Amiloz
hizlandirir
Suyla hidroliz Seliilaz, Kitinaz,  Seliloz, Kitin,
Hidrolazlar reaks_iyonunu K§ilanaz, Papain, jjan,
katalizler Lipaz .
Poliesterler,
Polikarbonatlar
Liyazlar Cift bag
olusturur veya
bozarlar
izomerazlar Molekiiller
izomerlerine
cevrilirler
Ligazlar ATP ile bag Cyanophycin Cyanophycin
yapimini Sentetaz
hizlandirirlar

Enzimlerin siniflandirmasinin kolay ve kullanigli olabilmesi amaci ile IUBMB
tarafindan dizilmis dort rakam igeren sistematik bir siniflandirma ile Enzim Kod (E.C)

numaralar1 her enzim igin ayr1 ayr1 belirlenmistir. Bu numaralarin verilme sebebi;

l. Karigiklilarin 6niine gegilmesi,

1. Enzimin katalize ettigi reaksiyonu belirlenmesi,



1. Enzimin durumunun kesinlik kazanmasidir.

Numaralandirmada ilk say1 enzimin bagli oldugu takimi, ikinci say1 onun alt
takimini, O¢Uncl sayr bir alt takimini, dordincl say1 ise o enzime ait sira rakamini
belirtmektedir. Bunu bir 6rnekle agiklayacak olursak;

Peroksidaz enzimi EC: 1.11.1.7 ile gosterilen Enzim Kod numarasinda;

v" Verilen ilk rakam olan 1: Peroksidaz enzimin oksidorediiktaz sinifina
dahil oludugunu bildirir. Bununla beraber yiikseltgenme indirgeme
reaksiyonlarini hizlandirdig1 veya hidrojen/oksijen atomu aktarimini
gerceklestirdigini agiklar.

v’ Ikinci rakam olan 11: Alic1 olarak hidrojen peroksit {izerinde etkili
oksidorediiktaz siifina dahil olanlar igerir.

v" Uclincii rakam olan 1: Alt sinif olan peroksidazlarin tamamini igerir.

v Son rakam olan 7: Enzimin sistemik adin1 hemen isaret ederek;

peroksidazi ifade eder ( Anonim, 2021).

1.3 Enzim inhibisyonu

Enzim aktivitesini durduran veya yavaglatan bilesikler bulunmaktadir.
Yavaglatma olayma inhibisyon, yavaslatmayi gerceklestiren bilesige ise inhibitor
denilmektedir. Bunlar siklikla kiigiik molekiil agirliklarina sahip molekullerdir ki bazen
bir iyon, bazen bir bilesik olmaktadir (inal, 2013).

Biyolojik sistemlerde enzimatik aktivite inhibisyonu, kontrol mekanizmasi iglevi
gormesi sebebiyle tiim canli sistemlerde bakimindan onemli bir olay olarak kabul
edilmektedir. Inhibisyon enzimin etkiledigi mekanizmalar agisindan ve metabolik
yollarin aydinlatilmasi agisindan énemlidir (Lehninger ve ark., 2005; Keha ve O.1., 2009).

Enzim inhibisyonu genel anlamda iki baslik altinda incelenmektedir.

»  Geri doniisiimlii inhibisyon

»  Geri doniisiimstiz inhibisyon

1.3.1 Geri doniisiimlii inhibisyon

Geri doniisiimlii inhibisyonda inhibitdr baglanmadan sonra enzimden rahat bir
sekilde ayrilabilmektedir. Bir denge reaksiyonu seklindedir. Bu inhibisyon ¢esidi 3 baslik
altinda toplanir;

l. Kompetitif (yarigmali) inhibisyon
Il. Nonkompetitif (yarigsmasiz) inhibisyon



. Unkompetitif (yar1 yarigmali) inhibisyon

. Kompetitif (yarismali) inhibisyon
Yarigmal1 inhibisyonda substrat ve inhibitor enzimin aktif olan bolimune

baglanmak i¢in yaris halindedirler. inhibitor striiktiir bakimimdan substrat ile uyumludur

(Segel, 1975; Telefoncu, 1986).
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Sekil 1.5. Yarigmali (kompetitif) inhibisyonun sekilsel anlatimi (Telefoncu, 1986; Keha ve O.1., 2009)

Il.  Nonkompetitif (yarismasiz) inhibisyon

Nonkompetitif inhibisyon ¢esidinde substrat enzimin farkli bir bdlgesine
baglanirken inhibitor farkli bir bélgeye baglandigindan ortamda genellikle bir yaris s6z
konusu olmaz ve ¢gogunlukla substrat konsantrasyonu inhibisyonu etkilemez. Yarigmasiz

inhibisyon ¢esidinde enzim ve inhibitor arasinda bir yaris s6z konusu olmamaktadir.

Sekil 1.6. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonun sekilsel anlatimi (Telefoncu, 1986; Keha ve O.1.,
2009)



I11.  Unkompetitif (yar1 yarismal) inhibisyon

Unkompetitif inhibisyonda ise inhibitér sadece substratin baglanmis oldugu
enzim kompleksine (ES) baglanir. Genellikle de birden fazla substratin baglandig1 enzim-

substrat kompleksine baglanirlar.

@ 2@ —@E e

@

s

Sekil 1.7. Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyonun sekilsel anlatimi (Keha ve O.1., 2009)

1.3.2 Geri doniisiimsiiz inhibisyon

Geri doniistimsiiz inhibisyon ¢esidinde ise inhibitdr ve enzim arasinda kovalent
bag ile ayrilmas: gii¢ bir kompleks olusur (Keha ve O.I., 2009). Bu durumda enzim
tekrardan aktif hale gelmez (Boldaz, 2021).

1.4 Enzim Kinetigi

Kimyasal reaksiyonlarin enzimler araciligiyla katalizlenmesini inceleyen bilim
dalina enzim kinetigi denir. Enzim kinetigi ¢alismalarinda reaksiyon ortam sartlari
degistirilir ve reaksiyonun ger¢eklesme hizi Olgiiliir. Bir enzimin kinetigi, ortam
sartlarinin  degistirilerek calisilmast ve inhibitor ya da aktivatorler araciligiyla
aktivitesinin  istenen sartlar altinda nasil tutulabilecegi hakkinda yol gOsterebilir
(Lehninger ve ark., 2005; Voet ve Voet, 2010).

Enzim kinetigi Michaelis—Menten denklemi ile hesaplanarak enzimler karakterize
edilebilir. Bunun sebebi uygulanabilir modeller arasindaki kolay anlasilan basit model
olmasidr.

Vmax Ve Km, Michaelis-Menten grafiginde yer alan ve bir enzimin aktivitesini
belirleyen 6nemli enzim sabitleridir. Vmax reaksiyonlarda ulasilabilecek en yiiksek hizi
ifade eder. Enzimin doygunluga ulastig1 substrat yogunlugunda ulasilan hiz Vmax dir.

Km degeri ise en yiksek tepkime hizinin %50’sinde iken varolan substrat yogunlugudur.



Km (Michaelis-Menten sabiti), substrat ile enzimin birbirine olan ilgisini belirler ve K
degerinin diisiik olmasi enzim hizinin daha kisa siirede Vmax’a ulastiginin bir ifadesidir.
Bir enzimin kinetik 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olabilmek icin ilk olarak
enzim derigimi sabit alinir sonrasinda farkli substrat yogunluklarinin reaksiyon hizina
etkisi ile aktivite 6lgimleri yapilir. Yapilan bu 6lgim sonucunda Michaelis-Menten
grafigi ile bir hiperbol elde edilir. Elde edilen bu grafigin dogru denklemi seklinde
verilmesi uygulamalarda rahatlik saglar. Bu amaclada en ¢ok tercih edilen yoéntem
Lineweaver— Burk denklemidir. Lineweaver — Burk Kinetik denklemi asagida verilmistir

(Lineweaver ve Burk, 1934).

1_ 1, Km ()L
14 - Vimax + Vinax (Ki) [S] (1l1)

Bu denkleme gore degisik substrat konsantrasyonlarinda bir enzimin katalizleme
hiz1 veya kataliz hiz1 bulunarak 1/V - 1/[S]) verileriyle Lineweaver— Burk grafigi elde
edilir. Elde edilen bu grafik dogru seklinde olup dogrunun egimi Km Ve Vmax degerlerini
verir. Cizilen Lineweaver— Burk grafigi ile enzimin substrata olan ilgisi ve bunun

sonucunda inhibisyon tipi anlasilmis olacaktir (Keha ve O.1., 2009).

K
AV
1
VT\-‘I 1X
:
M 1

-1 [S]
KN»‘I

Sekil 1.8. Lineweaver-Burk grafigi
1.4  Enzimin Kataliz Olay:
Enzim reaksiyonlarinda reaksiyona katilan maddelerin iirinlere doniismeleri igin

varolan bir enerji basamagini1 gegcmeleri gerekmektedir. Bir mol substratta var olan tim

maddelerin enerji giliciine ulagmalarina 6nayak olan enerji miktarina aktivasyon enerjisi
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denir. Yani enerji engeline “aktiflesme enerjisi” denir. Aktiflesme enerjisinin tepe
noktasini gosteren bir “gecis hali” yahut “gecis kompleksi” diye isimlendirilen ayrica
etkilesim icindeki maddelerin enerji miktarinca bol oldugunu anlatan bir kompleks vardir

(Denli, 2013). Bu durum asagidaki grafikte gosterilmistir.

Enzimsiz

Enzim
kullanilmayan
reaksiyonun
aktivasyon enerjisi

Enzimli

Enzim kullanilan
reaksiyonun
aktivasyon
enerjisi

Enerji

Reaktant

Uriinler

v

Reaksiyon ilerlemesi

Sekil 1.9. Bir kimyasal tepkimenin enzim varliginda ve yoklugunda saglamasi gereken enerji grafigi
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1.5 Antioksidan Enzimler

Viicutta serbest radikallerin olusturdugu oksidatif etkiyi onleyici 6zellige sahip
bilesiklere antioksidan denir. Antioksidanlar hasar verici molekilleri temizleme
Ozelligine sahip olup hiicrede olusabilecek muhtemel zararlardan korurlar (Atabeyoglu,
2011).

Serbest radikaller, bir reaksiyonda molekullerin gorevlerini yapmalarinin &niine
gecebilir. Serbest radikaller, normal metabolizmanin dogal yan iriinii olarak
olusabilmenin yani1 sira zehirli maddeler araciligiyla meydana gelebilmektedirler (Lee ve
ark., 1998). Metabolizmada serbest radikaller asagida verilen gesitli metabolik yollarda
kendiliginden gerceklesebilir.

v mitokondriyal elektron tasima zinciri,

<\

pentoz fosfat yolu,

<

ksenobiyotiklerin metabolizmasi,

<

kosulsuz tembih edici fagositik hticrelerin etkinlestirilmesi,

v biyosentetik ve biyokimyasal tahrip vakalari (Fridowich, 1978; Ghosh ve
Myers, 1998) bu olaylara 6rnektir.

Hiicrede antioksidan ozellik gosteren katalaz ve peroksidaz enzimleri biyolojik
reaksiyonlarda olusan ve oksitleyici 6zelligi olan H2O2 nin ortamdan ¢abuk bir sekilde
atilmasi islemini gergeklestirir (Halliwell, 1984).

Diplock’ un 1998 yilinda yaptig1 ¢alismaya gore antioksidanlar1 mekanizmalarina
gore smiflandirdigimizda, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak zere ikiye ayirmis
oldugu goriilmektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
katalaz (CAT) gibi enzim sistemleri birincil antioksidan kisminda yer alip serbest
radikalleri yok etme 6zelligine sahiptirler (Diplock, 1998).

Yapilarma gore antioksidanlar; enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. Enzimatik antioksidanlara 6rnek olarak peroksidaz,
katalaz ve SOD verilebilirken enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek A ve E
vitaminini, melatonin veya albimin verilebilir (Akay, 2004; Aradjo ve Monteiro, 2005).

Antioksidanlar gidalarin tiiketimiyle alinabilmekte veya vicut hucreleri
tarafindan sentezlenebilmektedir. Antioksidanlardan gida igerisinde bulunanlart;
vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenoller insan
viicudunu serbest radikallerin zararli oksidatif etkilerinden koruyan antioksidanlardan

bazilaridir (Yavaser, 2011). Incelenen bircok arastirma, kalp ve kanser hastalig1 olan



12

insanlarda meyve ve sebze tiiketiminin az oldugunu ve bu iki parametrenin birbiri ile ters

orantili oldugunu gostermektedir (Gugla, 2009).

ANTIOKSIDANLAR
Dogal Antioksidanlar Sentetik
Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik Olmayan BHT, BHA
SOD Endojen Eksojen Troloks
Katalaz Glutatyon E vitamini Cesitli Selat
Olusturucu Maddeler
Glutatyon Peroksidaz Sertloplazmin Beta Karoten
Glutatyon Rediiktaz Bilirubin Askorbik Asit
Glutatyon-S-Transferaz Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik Asit
Haptoglobulinler
Albumin

Sekil 1.10. Antioksidanlarmn siniflandirilmasi (Yavaser, 2011)

1.6 Peroksidaz Enzimi (POD)

Peroksidaz enzimi (POD; EC 1.11.1.7) hidrojen molekdllerini verme halinde olan
bilesikler ile bu molekulleri alma halinde olan H20> (hidrojen peroksit) bilesigi arasinda
gerceklesen tepkimeyi hizlandiran enzimdir (Whitaker, 1994). POD dogada bol miktarda
ve neredeyse her yerde bulunabilmekte olup (Zamocky ve Obinger, 2010) Kilit
antioksidan enzimlerden biridir. Canli metabolizmada meydana gelen H20- oksitleyici
oldugu i¢in ortamdan siiratle uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorev eger hiicre iginde
gerceklesiyor ise antioksidan olan katalaz ve peroksidaz enzimleri araciligiyla yerine
getirilir (Halliwell, 1984).

Peroksidazlar (EC: 1.11), oksidorediiktazlarin (EC: 1) enzimatik sinifinin bir
pargasidir ve adindan da anlasilacagi gibi, oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarini
katalize ederler.

Peroksidazlar, ¢ok ¢esitli fenolik ve fenolik olmayan substratlarin yardimiyla

birlikte hidrojen peroksiti (H2O2) ayristirarak zararsiz hale getiren enzimlerdir.
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Katalizledikleri reaksiyonlar kompleks reaksiyonlar oldugu icin genel bir denklemle

gosterilir (Huystee, 1987).

AH2 + HO; A + 2H,0

Peroksidazlarin ¢ok gesitli substratlar i¢in redoks reaksiyonunu katalize etme
yetenekleri g6z Oniine alindiginda, ¢esitli tibbi, biyokimyasal, immiinolojik,
biyoteknolojik ve endustriyel uygulamalar agisindan 6nemli enzimlerden oldugu kabul
edilir.(Pandey ve ark., 2017).

2RH + H20; 2R + 2H,0

Peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar ¢ok karisik olup asagida verilen

reaksiyon smifin1 hizlandirarak katalize ederler (Huystee, 1987);

POD
ROOH + AH2 » H20+ROH+ A

Bu peroksidatik tepkimede;

R: H+, C2Hs CHs

AHo:: Hidrojen donoru (indirgenmis formda)

A: Hidrojen donori (oksitlenmis formda) (Doganay, 2019).

Peroksidazlarin spesifik 0zelligi, proteine bir histidin kalintis1 yoluyla baglanan
bir hem prostetik grubu (demir (111) protoporfirin IX) icermeleridir (Veitch, 2004).
Peroksidazlarin termal deaktivasyonu ve pH bagimlilig1 iizerine yapilan aragtirmalar, hem
grubunun agir1 1sinma iizerine ayristigini ve bozuldugunu veya asir1 pH degerlerinde (her
peroksidaz i¢in optimum pH'ya bagli olarak 5'in altinda veya 9'un iizerinde) pH
degiskenleri, peroksidazlarin termal duyarliligin etkileyebilir, bu da uygun pH kosullari
altinda peroksidazlarin termal toleransinin artirilabilecegini veya engellenebilecegini
gosterir (Halliwell, 1984; Routoula, 2019). Fenolik molekillerden katekol, katekin,

guaiakol ve klorogenik asit gibi baz1 yapilar bitkide bulunan peroksidazlar araciligiyla
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peroksit muvacehesinde oksidasyonu gergeklestirebilirler (Onsa ve ark., 2004).
Peroksidazlar yukarda bahsedilen bu fenolik molekdlleri substrat olarak kullanirlar ve
metabolizmada olusturulan hidrojen peroksidi H>O molekiiliine doniistiirerek etkisiz hale
getirirler (Robinson ve ark., 1997).

Peroksidazlar yukarda bahsedilen fenolik molekiiller disinda 2-toluidin, 2-kresol,
ve bazi azo-boya gibi ¢ok sayida molekulun dehidrojenasyonunu da hizlandirarak katalize
ederler (Fodil ve ark., 2012). Substrat olarak kullanilan guaiakoliin, peroksidaz
varliginda, yikseltgenme mekanizmasi gerceklestirilen ¢alismalar neticesinde guaiakol
substratinin 3,3-dimetoksi-4,4 bifenokinona doniistiigii aydinlatilmistir (Doerge ve ark.,
1997).

Hidrojen peroksitin ve substrat olarak kullanilan guaiakolun sirasiyla indirgendigi
ve yluikseltgendigi tepkimeler Sekil 1.11, 1.12, 1.13” de verildigi iizere U¢ ayr1 kademede
gerceklesir.

0

OH o. 0 (\ -
(0N Peroksidaz
C( CHj 7-T> @/()‘(H34—> @(O\Clﬁ

. H,0,
Guaiackol 22 Hy0

H,C-0 H,C-0 LC-0

H
A+ w0 = SO
0-CH, 0-CH; ! 0-Cll,

3.3"-dimetoksi
3,3-dimetoksi-4,4'-bifenokinon 4 4'-dihidroksibifenil

Sekil 1.11. Guaiakol varliginda peroksidaz enziminin katalizleme déngiisii (inal, 2013)
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Sekil 1.12. Substrat olarak guaiakolun bulundugu ortamda peroksidaz enziminin tepkimeyi katalize etme
dongisu

Gergeklesen mekanizma da ilk olarak peroksidaz enzimi Fe(IV) iceren bilesik I’1
olusturmak i¢in peroksitin bir ekivalentiyle reaksiyona girmektedir. Bu reaksiyon
sonucunda H,0; suya indirgenirken enzim de yiikseltgenmektedir. ikinci basamakta ise
bilesik I guaiakolden bir proton alarak Fe(IV) haline indirgenirken substrat bir proton
kaybederek radikal haline doniisiir ve bilesik II olusur. Son olarak ta bilesik II

guaiakolden tekrar bir proton alarak indirgenir ve ilk durumuna geri déner (Veitch, 2004).
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Sekil 1.13. Peroksidaz enzimlerinin substrat olarak kullandig1 aromatik bilesikler (Oztekin, 2016)

16

Bakterilerde, hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda peroksidaz enzimi bulunur ve

siniflandirilmasi iki iist aile i¢inde gerceklestirilir. Bunlar;

Mantar, bitki ve bakteri peroksidazlari,

Hayvan peroksidazlaridir (Soda ve ark., 1991).
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Cizelge 1.2. Peroksidaz enzimlerinin siniflandirilmasi (Hiraga ve ark., 2001)

Eosinophil Peroksidaz Hayvan 50-75
Laktoperoksidaz Hayvan 78-85
Hayvan Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Peroksidazlar
Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110
6-22,
Glutatyon Peroksidaz Hayvan, Bitki
75-112
Prostaglantin
Endoperoksit Sentaz Hayvan 115-140
Katalaz oayvan, BIL - 140-530
Katalaz gar, Maya
Bitki Sitokrom ¢ Peroksidaz ~ Maya, Bakteri 32-63
Peroksidazlar
(Smf I)
Katalaz Peroksidaz Bakteri Mantar 150-240
Bitki
Peroksidazlar1  Askorbat Peroksidaz Bitki 30-58
(Swmif 1)
Manganaz Peroksidaz Mantar 43-49
Bitki
Peroksidazlar Ligninaz Mantar 40-43
(Suf I1I)
Peroksidaz (POD) Bitki 28-60

1.6.1 Bitki Peroksidazlar:

Peroksidaz enzimi bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynakli olabilir. TUkrik
bezleri, karaciger, dalak ve siit hayvansal kaynakli olurken baklagiller, incir, 1spanak,
ananas, bazi turp tiirleri, mantarlar ve mayalarda bitkisel kaynakli olarak bulunmaktadir
(Pltter ve Becker, 1987).
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Ayni bitki igerisinde farkli peroksidaz enzimleri bulunur ancak bunlar spesifik
aktivite, molekiler ktle, kofaktorler, optimum pH ve sicaklik, izoelektrik nokta, substrat
ilgisi, aminoasit ve seker bilesimi ve 1s1 stabilitesi gibi biyokimyasal 6zellikler agisindan
farkliliklar gosterirler. Islevsel olarak, bitki peroksidazlar1 reaksiyonlar: katalizleyen bir
oksidoreduktaz gibi hareket ederler (Somturk, 2013).

Bitki peroksidazlari, yasam dongiileri boyunca bitkilerin bityimesi ve gelisiminin
cesitli temel fizyolojik sureclerinde yer alan anahtar enzimlerdendir (Pandey ve ark.,
2017). Bitkilerde ¢ok sayida bulunan peroksidazlarin rol aldigi pek ¢ok metabolik

reaksiyon bulunmaktadir.

X/

% Fitohormon metabolizmasi (Cosio ve Dunand, 2009),

% Bitkilerde organik molekiillerin hiicre i¢i tasinmasi (Sakharov ve ark.,
2001),

% Fenolik bilesik oksidasyonu (Fry, 1998),

% Buyumenin hormonal diizenlenmesi (Wakamatsu ve Takahama, 1993),

% Zararlilara kars1 savunma ve lignin olusumu (Kahraman, 2003),

%+ Oksidan molekiller ve azot gesitlerinin metabolizmasi (Almagro ve ark.,

2009),

% Hucre duvar1 metabolizmasi ve hiicrelerin oksidasyona kars1 direnci,

X/

% Hucre duvar bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi, suberin tiretimi (Marjamaa
ve ark., 2009),
% Sebze ve meyvelerin gelisme ve olgunlasma zamanlar zarfinca
indoleasetik asit degerinin dengesi (Agostini ve ark., 1997),
< Bitkilerdeki savunma sistemlerinde (Bartonek-Roxa ve ark., 1991) gibi
ornekler peroksidazlarmn bitkilerdeki gorevlerindendir.

Bitki peroksidazlari; bitkilerde hiicre duvari proteinlerinin baglanmasi (Fry,
1986), oksidatif stres (Hiraga ve ark., 2001), lignin biyosentezi ve ¢imlenme (Morohashi,
2002) gibi biyolojik pek cok olayda rol Ustlenir. Bitkisel peroksidazlar analitik
calismalarda da rol Ustlenen enzimlerdir (Kwak ve ark., 1996). Bitkisel peroksidazlar,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) metabolizmasi, patojenlere kars1 savunma vb. gibi cesitli

stireclerinde yer alir.
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1.7 Peroksidazlarim Kullanim Alanlari

Peroksidazlarin endiistrideki kullanim alanlari1 olduk¢a genistir. Bunun nedeni ise
sicakliga dayanikliliklarinin iyi olmasi ve kullanabilecegi substrat alternatifinin ¢ok

¢esitli olmasidir.

Peroksidazlarin immiinoloji, biyoteknoloji, ¢evre miihendisligi ve endustri gibi
kilit alanlardaki genis kullanimlar1 g6z oniine alindiginda, pek ¢ok alan icin biyik 6neme
sahip enzimler olarak kabul edilirler. Bu nedenle, peroksidazlar fenolik bilesikler gibi
cevresel Kirleticilerin biyoremediasyonunda, kagit ve kagit hamuru endistrisinde
delignifikasyonda, immiinolojik testte ve eliza teknolojisinde kullanililir. Peroksidazlar,
fenoliklerin yani sira ¢ok cesitli fenolik olmayan bilesigin de oksidasyonunu katalize
eder. Ayrica yiiksek oranda duyarliliklarindan kaynakli mikroanalitik ve klinik tani
amaciyla kuvvetli bir belirte¢ gorevinde ve organik molekillerin sterospesifik
biyotransformasyonunda da kullanilir (Adam, 1999). Kimyasal Uretim ve potansiyel
ikinci nesil biyoyakit tiretimi (Regalado ve ark., 2004), teshis kitleri gibi uygulama
alanlarinda da kullanilirlar.

POD enzimlerinin sanayideki kullanim alanlar1 giin gegtikge artmaktadir,

v" Havada bulunan kirliliklerin takip ve kontroliinde,

v" Oksidanlarm iiretiminde (Lee ve ark., 2002),

v' Arge calismalarinda ve tibbi alanda tami amach ikincil antikorlarin
uretiminde,

v' Biyo-bozulma igleminde,

v" Pek ¢ok donuk meyve kalitesinin bozulmasini engellenmesinde (Dicko ve
ark., 2006),

v Immunoenzimatik kitlerin %80’den fazlasinda tanimlayici enzim olarak,

v POD enzimleri yapay boyalarda renklerin uzaklastirilmasinda,

v" Organik c¢oziiciilerde fenollerin polimerizasyonunun hizlanmasinda
(Kahraman, 2003),

v Cilt ve sag renginin agilmasinda (Oztekin ve Tasbasi, 2020)

gibi kullanim alanina sahip olan POD enzimi yukarda bahsedilen uygulama
alanlarinda kullanilmalarinin yanisira sularin toksik iceriginden arindirilmast ile ilgili

calismalarda daha ¢ok tercih edilir.
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Goller, irmaklar, nehirler bizim igme suyu kaynaklarimiz olup toksik ve aromatik
kirleticiler barindirabilmektedirler. Bu kirleticiler, fenol ve fenolik bilesenler toksik
oldugu icin insan sagligi a¢isindan tehlikelidirler. Bilesenlerin uzaklastirilmasi igin
gunuimuzde kimyasal, mikrobiyolojik ya da enzimatik yéntemler bulunmaktadir. Ornegin
ozon tedavisi, kirleticilerin uzaklastiritlmasinda kullanilan kimyasal bir yontem olup ¢ok
pahali bulunmaktadir. Bu sebeple enzimatik yontemler igme sularinda toksik aromatik
bilesenleri uzaklastirmak icin daha c¢ok tercih edilmektedir. Toksik ve aromatik
Kirleticilerin uzaklastirilmasi i¢in mikrobiyal kaynak Urlnlerindense bitkilerden izole
edilen peroksidazlar daha az maliyetlidirler. Bu nedenledir ki peroksidazlar pek gok
kullanim alanmin olmasinin yani sara bilhassa sularin iyilestirilmesi ¢aligmalarinda
kulanilmaktadirlar (Lavery ve ark., 2010).

Ayrica, nano tabanli biyosensor uygulamalarinin potansiyelleri sayesinde son

yillarda peroksidazlar daha fazla 6nem kazanmistir (Pandey ve ark., 2017).

1.8 Afinite Kromotografisi

Diger yoOntemlere kiyasla afinite kromotografisi ¢ok karmasik yapidaki
proteinlerin saflastirilmasi ¢alismalarinda tercih edilen en etkili yontem olarak kabul
gormektedir. Cogunlukla bu yontemde aktif metaryal ve saflastirmanin geri kazanimi ¢ok
yuksektir. Saflastirilmasi ¢ok zor goriilen maddeler ile ¢cok kolay maddeler bile bu
yontemle daha kolay sekilde saflastirabilir. Afinite kromotografisi saflastirma
caligmalarinda biyomolekdllerin pekcok biyolojik 6zelliklerinden yararlanilir. Burada
ayrim i¢in molekiillerin boyut, izoelektrik nokta veya hidrofobiklik gibi 6zelliklerinden
faydalanilarak degil de biyomolekiiller arasindaki kendine has doniisimli
etkilesimlerden faydalanilir (Ostrove, 1990).

Afinite kromotografisi yiiksek seciciliginden dolay1 pek cok amag i¢in tercih edilir
(Atasever, 2010).

a) Cok karmasik biyolojik madde topluluklarini saflastirmak igin,

b) Kimi molekillerin denatiire olmus hallerinden dogal hallerini segmek igin,

c) Fazla orandaki Kirleticiyi, az orandaki biyolojik metaryallerden se¢cmek
(Somtirk, 2013) gibi amaglar 6rnek olarak verilebilir.

Afinite Kromotografisinde yuksek oranda bir ayirim yapilabilmesi i¢in;

o Biyospesifik olan,
o Matriks ile kovalent bag olusturabilecek bir ligand gerekmektedir
(Somtirk, 2013). Bununla birlikte iki husus daha 6nemlidir.
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1) Matrikse baglanan ligandin ayristirilmak istenen molekiil i¢in kendine
0zgu bag kurma yatkinlig1 olmasi,

2) Saf olmayan maddeler giderildikten sonra, baglanmis molektlin faal olup
secimli ayrismasi i¢in uygun bir yol izlenmesi gerekir (Almaz, 2016).

Enzimlerin aktif bdlgeleri ¢ogunlukla molekulun i¢ bolgesinde yer alir. Bu
nedenle kiglk ligantlarin direk matriks ile bag kurmasi neticesinde elde edilen
adsorbanlarda, baglanma esnasinda molekuller arasinda arzu edilmeyen etkilesimler
olusabilir. Ligand ile matriks arasina arzu edilmeyen etkilesimleri engellemek ve dogru
etkilesimi yani baglanmalar1 saglamak icin uzant1 kolu yerlestirilir (Inal, 2013).

Afinite koromatografisinin temel prensibi Sekil 1.14’te 6zetlenmistir. Bu ilkenin
birinci basamaginda matrikse ligant kovalent bir bag ile baglanir. ikinci basamakta ise
saflastirilmak istenen molekiil liganda adsorbe olup, safsizliklar uzaklastirilir. Ugiincii
basamakta ise kolona tutunmus olan molekiil eliie edilerek toplanir. Afinite

kromatografisi temel ilkesi su sekilde sematize edilmistir (Kalin, 2018);

0

o —
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Sekil 1.14. Afinite kromatografisinin temel ilkesi

Afinite kromatografisinde Sephadex, Sepharose, Bio-gel gibi maddeler matriks
olarak tercih edilmektedir (Erel, 2019).
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Cizelge 1.3. Afinite kromatografisinin uygulanmasinda en ¢ok tercih edilen canlilik sistemleri (Somtiirk

ve ark., 2014)

Saflastirilacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Nikleik asit Komplomenter baz dizisi, histon, nikleik asit
izomeraz

Antikor Antijen, virus, hiicre

Hormon Reseptor, tastyici protein

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hticre, hiicre ylzey
reseptori

Hicre Hucre ylzeyi spesifik proteini, lektin
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2. KAYNAK OZETLERI

Karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis L.) bitkisi lahanagillerden olup yillik
20 ila 40 cm kadar boy alabilen yaygin olarak Akdeniz iilkelerinde bulunabilen bir
bitkidir. Karnabahar bitkisinin anavatan1 Guney Avrupa olarak ge¢mektedir. ilk olarak
milattan 6nce 600’1 yillarda Tiirkiye’de gortildiigii bilinmektedir (Glveng, 2006).

Lahana grubu sebzelerin ¢esitli hastaliklara karst koruyucu oldugu bilinmektedir.
Bunun sebebi igerigindeki vitaminler ve kiikiirtlii bilesiklerdir. Yapilan bazi calismalarda
karnabaharin vitamin igeriginin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Karnabahar ylksek
kalorili olmayip C ve K vitamini, magnezyum, kalsiyum potasyum minarelleri agisindan
zengin bir bitkidir (Koksal, 2007).

Serbest radikallerin olusumuna sebep oldugu oksidatif stres olusumunun
engellenmesi ve sebep olabilecegi hasarlarin minimuma indirilmesi i¢in dogru oranlarda
antioksidanin tiiketilmesi gerekmektedir (Kiyak, 2014). Karnabaharin kanser gibi ¢esitli
hastaliklara kars1 etkisinin igeriginde bulunan kiikiirtlii bilesikler olan glukozinolat isimli
sekonder metabolitlere dayandirildigi yapilan arastirmalarla ortaya ¢ikarilmistir
(Sarikamis, 2016). Kanser riskini karnabaharin %67 oraninda azalttig1 belirtilmektedir
(Guven ve Gulmez, 2006).

Karnabahar bitkisi tzerinde pek cok karakterize etme ve saflastirma g¢alismasi
yapilmistir.

1- Karnabahardan protein fosfataz enzimi ayristirilmig ayrica ayirict
Ozelligini ortaya koymak amaciyla karakterize edilmistir (Andreava et al. 2001).

2- Yine karnabahardan (Brassica oleracea L.) DNA polimeraz ve
endotransglikoliyaz saflagtirilmis ve karakterize edilmis enzimler arasindadir (Halls ve
ark., 2006).

3- Ayrica bu bitkiden ayristirilan sistein proteazin inhibe etme niteligi de
arastirma konusu olmustur. (Halls ve ark., 2006).

POD enzimi pek ¢ok bitkide bulunmakla beraber akla gelen ilk ticari menbainin
at turpu kokleri oldugu bilinmektedir (Koksal, 2007).

2.1 Bitkilerden POD Enzimi Saflastirilmasi Calismalari

Organizmalarda genis bir yayilimi olan POD enzimi bitkisel ve hayvansal
kaynakli olabilecegi gibi Gok c¢esitli kaynaklardan izole edilebilmektedir. Bitkilerde

bulunan peroksidaz incir, ananas, 1spanak yapraklari, enginar yapraklari, lahana, marul,
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brokoli, domates tohumlari, patates yumrular1 ve kiiltiirli yerfistig1 bitkisel kaynakli
olurken karaciger, siit, dalak, uterus ve hayvansal hiicrelerin ¢ogu kisimlarindan

saflagtirllmaktadir (Putter ve Becker, 1987).

Bitkisel kaynaklt POD enzimlerinin saflastirlmasinda literatirde pek cok
kromatografik yontemin uygulandigi ¢alismalar 1960’larda yapilmis ve glinimuizde bu
calismalar surdirtlmektedir. Tercih edilmis metotlar arasinda diyaliz, amonyum siilfat
coktirmesi, metal ve hidrofobik afinite, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi ve
iyon degisim kromatografisi gibi pek ok yontem bulunmaktadir (Oztekin, 2016).

POD enzimi yabani sinamekinden (Vitali ve ark., 1998), hurma yapraklarindan
(Deepa ve Arumughan, 2002), karalahanadan (Gulcin ve Yildirim, 2005), brokoliden
(Thongsook ve Barrett, 2005), tatli patates yumrularindan (Leon ve ark., 2002), papaya
meyvesinden (Pandey ve ark., 2012), salgamdan (Hamed ve ark., 1998), 1sirgan otundan
(Gllgin, 2002), kavundan (Rodriguez-Lopez ve ark., 2000), 1spanak yapraklarindan
(Koksal, 2011), buriksel lahanasindan, lahanadan (McLellan ve Robinson, 1987),
karalahanadan (Gulcin ve Yildirim, 2005), arpadan (Kristensen ve ark., 1999), bamyadan
(Yemenicioglu ve ark., 1998), portakaldan (Clemente, 1998), cay yapraklarindan
(Kvaratskhelia ve ark., 1997), biberden (Pomar ve ark., 1997),havuctan (Nair ve
Showalter, 1996), tiituinden (Gazaryan ve Lagrimini, 1996), at turpundan (Lavery ve ark.,
2010), yesil bezelyeden (Lee ve Klein, 1990), cavdar yapraklarindan (Murakami ve ark.,
2007), pamuktan (Triplett ve Mellon, 1992), domatesten (Signoret ve Crouzet, 1982) ve
cilekten (Civello ve ark., 1995) saflastirilmistir.

Yukarda bahsedilen metot veya firiinlerin kullanildigi ¢alismalardan bazilari
asagida verilmistir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak afinite tekniginin kullanildig1 karaturptan
tek kademede 40,3 kat %210,6 verimle, karalahanadan (Brassica oleracea) g
kromatografik adimda 43805 (EU/mg) 33,5 kat %33 verimle (Giilgin, 2005), kirmizi
lahanadan afinite kromotografisi yontemini kullanarak 120 kat %2.9 verimle (Somturk
ve ark., 2014), salgamdan afinite kromotografisi teknigiyle 269,13 kat %9 verimle (Kalin
ve ark., 2014), horseradish bitkisinde affinite kromotografisi teknigi kullanilarak 149 kat
%4,46 verimle (Almaz, 2016), kosucu fasiilyeden afinite yontemiyle 253 kat 9%56.2
verimle (Oztekin ve Tasbasi, 2020) saflastirilmistir.

POD enzimi ticari olarak pek ¢ok bitkide bulunmakla beraber ticari kaynak olarak

en ¢ok at turpundan (Horseradish Peroksidaz) elde edildigi bilinmektedir. POD enziminin
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elde edildigi kaynaklarin fazlalig1 uygulanan endiistriyel proseslerin ¢esitlenmesini farkl
ve yeni analitik metotlarin olusmasini saglamaktadir (Gulcin ve Yildirim, 2005).

Bu tez kapsaminda ticari olarak kullanilan Horseradish Peroksidaz (HRP)
enzimine alternatif olabilecek, lkemizde kolaylikla yetisebilen karnabahar bitkisinden
afinite kromatografisi teknigi kullanilarak tek kademede POD enziminin saflagtirmasi
gerceklestirilmistir. Aynt zamanda bitki peroksidazlarini saflagtirma islemlerinde
kullanilabilecek bir inhibitdr olan 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid molekilltinun
(ligand) ilk kez karnabahar POD enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi ve kinetigi

incelenmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve markalari
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

Marka

CNBr-Sepharose-4B, Sodyum asetat, Diyaliz torbasi,
Sodyum klorur (%99), Trihidroksimetilaminometan (Tris),
N,N'-metilen  bisakrilamid, Glutalaldehit, TEMED
(N,N,N,N’-tetrametil  etilendiamin), SDS (Sodyum
dodesilstilfat), Trihidroksimetilaminometan (Tris)
Sodyum bikarbonat, Brom timol mavisi, Sodyum Nitrit
%64 Hidrazin monohidrat, Formaldehit, Sodyun.
tiyosulfat, Standart serum albumin, Etanol, Dikloro metan,
Hidrojen peroksit (%30), Guaiakol (%98), Akrilamid,
Glutaraldehit, Coomassie brillant blue G-250, Metanol,
Sodyum karbonat, Coomassie brillant blue R-250, Tirozin,
Gliserol, Etil asetat,

Sodyum perklorat, Hidroklorik asit, Sodyum
sullfat, L-Tirozin, Izoproponal, Sodyum azotir,
Fosforik asit, Stlfirik asit

Sodyum hidroksit, Potasyum fosfat (KH2PO4),
Triklor asetik asit (TCA)

Aminobenzohidrazid, Metil 4-amino 3-bromo 2-
metil benzoat (%98)

Sigma Chemical
Company

Fluorochem Ltd.
(Derbyshire, UK)

Karnabahar bitkisi (Brassica oleracea var. Botrytis)

Yerel




3.1.2 Kullanilan alet ve cihazlar

Cizelge 3.2. Kullanilan aletler, cihazlar ve markalari
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Kullanilan Alet ve Cihazlar

Marka

pH metre Hanna Instrument

Hassas Terazi Scaltec SBA 41
Derin dondurucu (-20 °C ye kadar) Arcelik
Afinite kolonu Sigma

Karistirici

Shaker (IKA KS 130 basic)

Magnetik Karistiric

(Heildolph)

Gii¢ kaynag1

Bio Rad Power Pac (3000)

Karistirict (vortex)

Four E's Scientific Vortex Mixer

Saf su cihazi

Nive NS103

Otomotik pipet

Eppendorf Research® plus

Peristaltik pompa

Ismatec

Elektroforez tanki dikey

Biorad

Jel goriintiileme cihazi

CemiDoc XRS Biorad

Spektrofotometre

Agilent Cary 60

Sogutmal1 Santrifiij

Hermle Z 323 K

Ultraturaks

Heidolph Silient Crucher M
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3.1.3 Yararlanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal c¢alismalar sirecinde yararlanilan c¢ozeltiler ve bu c¢ozeltilerin

hazirlanis bicimleri asagida detayli olarak belirtilmistir.

Karnabahar homojenatinin hazirlanmasinda yararlanilan ¢ozelti
v 0,3 M KH2PO4 (pH: 7,0): 4,08 g KH2PO4, 80 mL saf su icerisinde ¢oztldu.
v Normalitesi 1 olan NaOH bilesigi ile pH: 7,0’e kadar titrasyon yapildi.

v Tum hacim saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Cizelge 3.3. Homojenat hazirlanmasinda yararlanilan gozelti

Cozelti Ad1 Kimyasal Miktar: pH ilk Hacim Son Hacim

0,3 M KH2P04 tamponu 4,089 7,0 80 mL 100mL

Afinite kolon materyalinin hazirlanmasinda kullamilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M, pH: 10 olan NaHCO3z tamponu CNBr-Sefaroz-4B ile L-tirozin
reaksiyonunu gergeklestirmek amaci ile 2,1 gram NaHCO3 150 mL saf suda ¢6ziinmesi
saglandi. Sonrasinda pH: 10’a esitleninceye kadar 2 N NaOH ile titrasyon isglemi
gerceklestirildi ve tum hacim saf su ile 200 mL olacak sekilde ayarlandi.

2. 0,2 M, pH: 10 olan NaHCOs tamponu Sefaroz-4B-L-tirozine ligandlarin
kenetlendirilmesini gergeklestirmek amaci ile 1,2 g Tris-HCI 85 mL saf su icerisinde
¢oziildii. Sonrasinda pH: 10’a getirmek amaci ile 3 M HCI ¢ozeltisiyle muamele edildi ve
nihai hacim 100 mL olacak sekilde ayarlandi.

3. En sonunda ise afinite jellerinin yikanip ve kolona yiiklenmesi amaci ile 87 gr
KoHPO4 (25mM) tartildi ve 175 mL saf su igerisinde ¢oziindii. Sonrasinda pH: 6,8’
getirmek amaci ile 0,5 M HCl ¢ozeltisiyle muamele edildi ve nihai hacim 200 mL olacak

sekilde ayarlandi.

Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1. Afinite kolonunun (CNBr-Sepharose-4B) dengelenmesi amaciyla yararlanilan
tampon: 10 mM KH2PO4 (pH: 6,8), 1,74 g KH2P04, 950 mL saf su igerisinde ¢6zuldu.
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2. 1 N NaOH kullanilarak pH: 6,8’e gelinceye kadar titrasyon islemi yapildi,
sonrasinda tiim hacim saf suyla 1000 mL olacak sekilde ayarlandi.

3. Afinite kolonuna (CNBr-Sepharose-4B) hazirlamis oldugumuz homojenatin
ilavesinin ardindan yikamada yararlanilan tampon: 25 mM KH2PO4 (pH: 6,8), 1,74 ¢
KH2P04 350 mL saf su igerisinde ¢0zildi. 1 N NaOH kullanilarak pH: 6,8’e gelinceye
kadar titrasyon islemi yapildi, sonrasinda tiim hacim saf suyla 400 mL olacak sekilde
ayarlandi.

4. Karnabahar POD enziminin ellisyonunda kullanilan tampon: 1 M NaCl/25mM
KH2P04 (pH: 6,8), 11,7 g NaCl ve 0,68 g KH2PO4 150 mL saf su icerisinde ¢ozuldu. 1 N
NaOH bilesigi kullanilarak pH: 6,8’¢ gelinceye dek titrasyon islemi gerceklestirildi,

sonrasinda tlm hacim saf su kullanilarak 200 mL olacak sekilde ayarlandi.

Karnabahar peroksidazinin aktivitesin belirlenmesinde yararlanilan ¢ozeltiler:

1. Karnabahar POD enzimi aktivite 6l¢iimii amagl: 0,1 M, pH: 6,0 olan KH2PO4
tampon ¢ozeltisi kullanildi. 1,36 g KH2P04, 80 mL saf su igerisinde ¢6zildi. 1 N NaOH
ile pH: 6,0’a gelinceye kadar titrasyonu gergeklestirildi. Ardindan tim hacim saf su
kullanilarak 100 mL olacak sekilde ayarlandi.

2. Karnabahar POD enzim aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi:
guaiakol (45 mM) 249 uL alind1 ve toplam hacim 50 mL olacak sekilde ayarlandi.

3. Karnabahar POD enzim aktivitesinin dl¢iimiinde substrat ¢ozeltisi olarak ayrica
22,5 mM H20> ¢ozeltisi kullanildi. %30’luk H2O2’den (yogunlugu 1,11 g/mL olan) 684
uL alinarak saf suyla toplam hacim 300 mL’ye ¢ikarildi.

Bradford metoduyla gerceklestirilen protein tayini icin yararlanilan ¢ozelti

Kantitatif proteinlerin analizinde Coomassie Brillant Blue G-250 belirteci tercih
edildi. %95°1lik 50 mL etanol igerisinde, 50 mg Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zuldu,
sonrasinda %95’lik fosforik asitten 50 mL eklendi ve saf su ile tiim hacim 500 mL olacak

sekilde tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 1s1ksiz bir ortamda saklandi.



Elektroforezde yararlanilan ¢ozeltiler:

Cizelge 3.4. Elektroforezde yararlanilan ¢ozeltiler

Elektroforezde kullanilan cozeltiler

Molaritesi: 1 ve pH: 8,8 olan
Tris-HCI tamponu:

Molaritesi: 1 ve pH: 6,8

olanTris-HCI tamponu:

Yurlitme tamponu:

Numune tamponu:

Renklendirme ¢ozeltisi:

Renksizlestirme ¢ozeltisi:

SDS (%10’ luk):

Amonyum persiilfat
(%10’luk):

0,2 mol 12,11 g Tris, 80 mL suda eritildi. Molaritesi 1
olan HCI kullanilarak pH: 8,8'e getirilip, tim miktar
100 mL olacak sekilde ayarlandi.

0,2 mol 12,11 g Tris, 80 mL suda eritildi. Molaritesi:
1 olan HC1 kullanilarak pH: 6,8'e getirilip, tim miktar
100 mL olacak sekilde ayarlandi.

4,59 Trisile 14,4 g glisin, 300 mL su icerisinde eritildi.
15 mL SDS (%10'luk) tizerine eklenerek toplam miktar
saf su kullanilarak 1500 mL olacak sekilde ayarlandi.

18 mL %10'luk SDS, molaritesi: 1, pH: 6,8 olan 3,90
mL Tris-HCI ve %100'1uk 6 mL gliserin, 0,1'lik 6 mL
brom timol mavisi karigim haline getirilip, tim miktar
60 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan
tampona islemler yapilmadan 6nce 200 pL’de 10 puL
olacak gibi B-merkaptoetanol eklendi.

Coomassie brillant blue R-250'den 1,98 g alinip 360
mL metanolde ¢éziinmesinden sonra 360 mL saf suya

72 mL saf asetik asit eklenmesiyle hazirlandi.

Asetik asit %7,5 oraninda, metanol %5 oraninda ve
%87,5 oraninda saf suyun karisimiyla ¢ozelti elde
edildi.

9 g saf suda 1 g SDS ¢oziilerek temin edildi.

1 g amonyum persulfat dlctilerek 10 mL saf su {izerine
eklendi.

30
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3.2 Yontemler
3.2.1 Protein tayini

3.2.1.1 Kalitatif protein tayini

Yapilan kromotografi ¢alismalar1 sonucunda ayni miktarlarda temin edilen tim
gruplara protein tayini (kalitatif) yapildi. Ancak bu tayinin dayandigi kriterler
bulunmaktadir. Aminoasitlerin 280 nm’de protein formunda olmalari, aromatik halka
barindirmalar1 ve de UV isinlarimi absorblamalar1 bu kriterler arasinda bulunmaktadir
(Segel, 1975).

Kromatografi islemleri bitiminde elde edilen eluatlar spektrofotometrede
kullandigimiz kuvarz kiivetlere konuldu. Iginde protein bulunduran numunelerin

spektrofotometrede absorbans olgiimleri alind1 ve kor olarak tampon ¢ozelti kullanilda.

3.2.1.2 Bradford protein tayin yontemi

Saf hale getirilen enzim ¢ozeltisinde ve de homojenatta var olan protein orani
Bradford (1976) metodu tayini ile belirlendi. Bu metotda boya olarak Coomassie Brillant
Blue G-250 reaktifinden yararlanildi. Coomassie Brillant Blue G-250 negatif yuklu bir
boyadir. Proteinin yuzeyindeki pozitif yiik ile bag kurar. Bu boyanin mavi (Amax=595
nm) ve kirmizi (Amax=465 nm) rengi bulunmaktadir. Protein baglaninca kirmizi renk

maviye doniisiir.
Tayin isleminin gerceklestirilmesi ise su prosediire dayanir:

> Standart sigir albumin ¢ozeltisinden (I mL’sinde 1 mg protein
iceren) 10 ila 100 pl arasinda 10’ar 10’ar arttirilarak toplamda 10 tiipe alindi ve
saf su ile bitun tiplerin miktar1 0,1 mL’ye getirildi.

> Sonra Coomassie Brillant Blue G-250 karisim1 4,9 mL eklenerek
tiip karigtiric ile ¢alkalandi.

> 10 dakikalik inkiibasyon isleminden sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde absorbans degerleri kore karsi okundu.

> Kor adina 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 karigimi, protein
numunesinin i¢inde bulunmadig: tampon ve dl¢tim igin 0,1 mL protein ¢ozeltisi
kullanilarak olusturulan karigim kullanildi.

> Ortaya ¢ikan sonuglardan absorbans Olgiimlerine denk olan pg

protein 6lcumleri ile standart grafik cizildi.
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> Ortamda bulunan protein miktarinin tespiti amaciyla saflagtirmanin
tlim agamalarinda enzim numuneleri {i¢ farkl: tiipe 200, 500 ve 1000 ul konularak
uzerlerine sirasiyla 9 mL renklendirme reaktifi eklendi.

> Vorteks ile iyice ¢alkaland: ve sonrasinda 10 dakika inkiibasyon
islemine tabi tutuldu. Devaminda 595 nm’de absorbans Ol¢iimii alindi. Bu
islemler ii¢ kez tekrarlandi ,elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi ve standart

grafikten protein degerleri 6l¢iildii (Bradford ve Williams, 1976).
Karnabahar peroksidaz enziminin aktivite 6lcimu

Aktivite spektrofotometre kullanimiyla hesaplandi. Spektrofotometrik
uygulamalar H20; araciligiyla guaiakol kromojenik substratin yilikseltgenmesi ve
sonucunda meydana gelen renkli maddelerin ortaya c¢ikardigi absorbans
yiikselisinin 470 nm’de incelenmesi prosediriine dayanir (Sekil 3.1) (Sisecioglu
ve ark., 2010).

H,O, + 2Guaiakol POLQ 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon + 2H5;0

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin yiikseltgenmesi

Tepkime enzim cozeltisinin eklenmesi ile baslar ve oda sicakliginda her 1
dakikada toplamda 3 dakika sire ile 470 nm’de absorbans yiikselisi incelendi.

Spektrofotometrede 1 cm 151k yoluna sahip kiivet tercih edilerek artis incelendi.

Cizelge 3.5. Karnabahar peroksidaz enzimi aktivite 6l¢iimi igin kivet igerikleri

Aktivite Cozeltileri Kor Numune
() ()
0,1 M KH,PO, Aktivite 1000 990
Tamponu
22,5 mM H,0, 1000 1000
45 mM Guaiakol 1000 1000
Karnabahar POD Enzimi - 10

Peroksidaz enziminin aktivitesini belirlemek igin asagidaki ¢izelgede verilen

formul kullanildi.
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Cizelge 3.6. POD enzim aktivitesinin tespiti amaciyla uygulanan formiil

A =¢g.b.c c=A/eb V = c.Df

A = Absorbans
b = Isigin vardigi uzaklik (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/mL)

¢ = Ekstinksiyon katsayis1 (5000 M x cm™)

Df = Seyreltme katsayisi
V = Reaksiyon hizi (umol x dak. /mL)

3.3. Karnabahar Bitkisinden Peroksidaz Enziminin Saflastirilmasi Calismalari

3.3.1 Karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis L.) icin homojenat hazirlanmasi

20 g taze karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis L.) bitkisinin kdke yakin
kisimlar tartildi ve kesme tahtasinda incecik dograndi. Dogranan bu parcalar havan
icerisine alinip s1v1 azot eklenerek kiigiik kirmtilar haline getirildi ve pH: 7,0, Molaritesi:
0,3 olan tampondan (KH2PO4) 50 mL (izerine eklenerek 1-2 dakika gibi bir stire manyetik
karistiricida calkalandi. Sonrasinda ultraturraks ile iyice homojenize olmasi saglandi.
Homojenat tiilbent yardimiyla behere siiziildii ve siiziintii santrifiij tiiplerine aktarilarak
16.000 xg de 50 dakika gibi bir stre santrifiij islemine tabi tutuldu. Santriflij tpUnin
iistiinde kalan kisim (sUpernatant) alindi ve saflastirma basamaklarinda kullanilabilmesi

amaciyla 4 °C’de bekletildi.

3.3.2 POD inhibitorleri ve ligand se¢imi

Bitki peroksidazlarinin saflastirilmasinda farkli inhibitér molekiillerin ligand
olarak kullanildig1 ¢alismalar oldukg¢a dikkat cekici olmaya baslamistir. Bu sebeple
inhibisyon kinetigi caligmalarinda peroksidaz enziminin literatiirdeki inhibitorleri tespit
edilmistir (Doerge, 1986). Literaturde tespit edilen inhibitérlerden yola ¢ikarak POD’un
afinite kromatografisi ile saflastirilmasinda kullanilmak iizere tirozin uzanti kolu ile

diazonyum tuzu meydana getirebilecek en uygun yapidaki ligand se¢imi yapilmistir.
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Yukarda bahsedilen 6zellik POD’un afinite kromatografisi ile saflastirilmasinda
Oonem arzetmektedir. Bu ligandlar arasinda 4-aminobenzohidrazid tirevi molekdller
arastirmacilarin ilgisini ¢eken yaklasimlarindan biri haline gelmistir. Bu molekiiller
kullanilarak at turpundan (Almaz, 2016), karaturp ve salgamdan (Oztekin, 2016) ve cali
fasulyesinden (Oztekin ve Tasbasi, 2020) POD enzimleri afinite kromatografisi ile tek
kademede saflastiriimistir.

Yapilan daha onceki ¢aligmalarin sonuglar1 dikkate alindiginda bu molekiillerin
gucli POD inhibitorleri olduklar: tespit edilmistir. Bu ¢alismada da bu molekdllerden
etkili bir inhibitér olan 4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid molekiilii kullanilarak
karnabahar POD’un saflastirilmasinda kullanilmistir. POD’un literatiirdeki inhibitor

cesitleri ise asagida verilmistir.

Monoamin (segici olmayan) geri alim inhibitorler
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Tez ¢alismamizda kullandigimiz inhibitor

@)
H-N
HN-NH,
Br

4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid

Ligand molekilun sentezi; 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid molekilunin
sentezinde metil benzoat formu ¢ikis bilesigi olarak kullanilmis ve benzohidrazid formu

sentezlenmistir. Sentez prosediirii 6nceki ¢alismamizda ayrintili olarak verilmistir

(Oztekin ve Tasbasi, 2020; Oztekin ve ark., 2021).

3.3.3 Afinite jelinin elde edilmesi

Afinite jeli temini asamasinda CNBr ile aktive edilmis sepharose-4B kullanildi.
Bu kolon 6rnegine L-tirozin uzanti kolu kovalent bag ile baglandi. Sepharose 4-B-L-
tirozin jel materyaline, ligand olarak sentezledigimiz 4-amino 3-bromo 2-
metilbenzohidrazid diazollanarak tirozindeki benzen halkasina tutturuldu. Elde edilen
afinite jellerinde CNBr ile aktive edilmis sepharose-4B; matriksi, tirozin; uzanti kolunu,
inhibitérimaz, enzimin secici bir sekilde tutturulan bélimina (ligand) olusturmaktadir.

Afinite jeli asagida belirtilen yonteme gore hazirlandi.

3.3.3.1 CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

[lk olarak 2 g CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B alinip soguk suda ¢ozuldu.
10 dk bekletilerek nughede siizme islemi yapildi ve molaritesi: 0,1 olan 50 mL NaHCO3
ve pH: 10 olan tamponu ile yikanip uygun bir kaba alindi. Bu tamponun 20 mL’ sinde
20 mg tirozin eritilmis soguk ¢ozelti kaba aktarildi ve karistirilarak 4 °C de 16 saat
kullanilmadan muhafaza edildi. 16 saatlik surenin sonunda yikama suyu 280 nm de
absorbans gozlenmeyene kadar strekli olarak yikandi ve nitekim tepkimeye katilmayan
tirozin butlndyle uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi 100 mL, molaritesi: 0,2 olan
NaHCOs (pH: 8,8) tamponu ile tekrar yapildi. Tirozin takilmis jel, ayni tamponun 20

mL’si i¢ine aktarildi. Reaksiyon mekanizmasi sekil 3.2°de verilmistir.
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OH

o Ox OH
OH 0-C:=N 0 )j\
\ o N
— > 5 — /C=NH —
OH /) OH © WOH OH
HO NH,

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

Sekil 3.2. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilma reaksiyonu

3.3.3.2 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid kenetlendirilmesi

Ligand olarak kullanacagimiz 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid
molekilinden 12 mg alinarak 0 °C civarinda, molaritesi: 0,1 olan HCI ¢ozeltisi icerisinde
¢oziinmesi saglandi ve 0 °C’de 5 mL 30 mg NaNO- ¢ozeltisi, ¢cozelti icerisine azar azar
ilave edildi. Reaksiyonun ger¢eklesmesi i¢in 10 dakika beklendikten sonra diazollanmis
halde bulunan ligand sollisyonu 40 mL sepharose-4B-L-tirozin stispansiyonuna aktarildi.
Molaritesi: 1 olan NaOH kullanilarak titrasyon islemi yapildi, pH: 9,5’¢ getirildi ve bu
sekilde 3 saat boyunca oda sicakliginda hizi ¢ok arttirllmadan karigtirildi. Devaminda
1 L saf su ve 200 mL molaritesi: 0,05 olan Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponuyla yikandi, daha
sonra ustline yine ayni tampondan katilarak muhafaza edildi (Whitney 1974). Elde edilen

jele baglanma mekanizmasi Sekil 3.3’te bulunmaktadir.

BrCN
OH (' 0-C=N —o\
_ —_—> C=NH
/
OH OH —0

HBr imidokarbonat

Sepharose 4B
0

OH

NH
HO 2

L-Tirozin Y

Br
HN=-NH o O, OH OH
o O OH OH ) .
P o N, CI O)LN
N 0 H

OH

Sepharose 4B-L-Tirozin 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid Sepharose 4B-L-Tirozin

Sekil 3.3. 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid kenetlendirilmesi
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3.3.4 Afinite kolonunun paketlenmesi

10 mM KH2PO4 (pH: 6,8) dengeleme tamponu igerisine alinan jel slispanse
edilerek karistirildi ve havasi su trompu yardimiyla vakumlandi. Karigtirilarak stispanse
olmus jel, 1x10 cm’lik kolona paketlendi. Jelin ¢okme isleminin tamamlanmasinin
ardindan peristaltik pompadan faydalanarak dengeleme tamponuyla yavas yavas
muamele edildi. Kolondan elde edilen soliisyon ve kullanmis oldugumuz tamponun
pH’larinin ve 280 nm’de absorbanslarinin esitlenmesinden kolonun dengelenmis oldugu

anlasildi.

Sekil 3.4. Peristaltik pompa
3.3.5 Afinite kolonuna homojenatin yiklenmesi ve eliisyonu

Kolonun dengeleme tamponuyla (pH: 6,8 ve 10 mM KH2PO4) dengelenmesinin
ardindan homojenat hazirlama kisminda anlatildig1 sekilde hazirlanan homojenatin 5
mL’si kolona yiiklendi. Afinite kolonu yikama tamponu ile yikanarak karnabahar POD
enziminin kolona tutunup diger safsizliklarin uzaklastirilmasi saglandi. Yikama isleminin
tamamlanmasiyla ellisyon tamponu kullanilarak kolona tutunmus olan karnabahar POD
enziminin elisyonu gergeklestirildi. Kolonda eliiatin akis hizi peristaltik pompa
yardimiyla 40 mL/saat’e ayarlanarak eluatlarin 1,5’er mL’lik eppendorf tiiplere akmasi
sagland1. Toplanan tiim tiplerdeki protein varliginin anlasilmasi amaciyla kalitatif protein

miktar1 280 nm’de spektrofotometrik olarak hesaplandi.
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3.3.6 SDS - poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safligimin belirlenmesi

Karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis L.) POD enzimi afinite kolonu
yardim ile saflastirildiktan ve diyaliz isleminden sonra Laemmli yontemi kullanilarak
%3-8 kesikli SDS-PAGE (sodyum dodesilsilfat poliakrilamid jel elektroforezi) ile
saflagtirilan enzimlerin saflik derecesi ve molekiil agirligi kontrol edildi. Bu iglemler
esnasinda molekiil agirliklar: belli olan standart proteinler tercih edildi (Laemmli, 1970).
Bu amag ile elektroforezde bulunan plakalar ilk olarak su sonrasinda alkol kullanilarak
temiz bir sekilde yikandi. Yan taraflarinda belli bir mesafe birakacak bir plaka ile diiz
zeminli bir plaka iist tiste getirildi ve kiska¢ yardimi ile sabitlendi. Oturtulan plakalar,
icerisinde slinger bulunan ve sizdirmayr onleyen jel hazirlama kabinine yerlestirildi.

Ayirma ve yigma jelleri agagida belirtilen miktarlarda ve ayr1 ayr1 hazirlandu.

Sekil 3.5. Elektroforez plakalari

Ayirma jeli soyle hazirlandi: %30 akrilamid, %0,8 bisakrilamid, 5 mL (M: 1,
pH: 8,8) Tris-HCI, 200 pl %10 SDS, 130 pl %5°lik TEMED (N,N,N',N'-tetrametil etilen
diamin) ve 3130 pl saf su ile ¢ozelti olusturuldu. Bu ¢dzeltinin igerisine son olarak 200
pl %10’luk amonyum persiilfat (NH4)2S20s (PER) eklendi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 410 pl molaritesi: 1 olan Tris-HCI (pH 6,8), 400 pl
%30 akrilamid, %0,8 bisakrilamid, 30 pl %10’luk SDS, 30 pl %5’lik TEMED ve 2450
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pl saf su temin edilerek calkalandi. Ardindan %10’Iuk PER’den 100 pl eklendi. Ayirma

ve y1gma jelleri asagida ayrica tablo halinde verilmistir.

Cizelge 3.7. Ayirma ve yi1gma jeli hazirlama

Cozelti Adr Ayirma Yigma
Jeli Jeli

1 M, pH: 8,8, Tris-HCI tamponu 5000 pl -

1 M, pH: 8,8, Tris-HCI tampon - 410 ul

%30 Akrilamit-%00,8 Bisakrilamit 4400 pl 400 pl

cozeltisi

%10’luk SDS ¢ozeltisi 200 pl 30 ul

%S5’°lik TEMED ¢ozeltisi 130 pl 30 i

Saf su 3130 pl 2450 pl

%10’luk Amonyum persulfat ¢ozeltisi 200 pl 100 pl

Hazir hale getirilen ayirma jeli, plakalar arasindaki bosluga tist b6limde 0,5 cm
aralik olusuncaya kadar enjektor yardimiyla akitildi. Havanin igeriye girmemesine 6zen
gosterildi. Bir miktar, jelin donmasi beklendi. Ayirma jelinin katilastig1 kesinlesmesinin
ardindan yigma jeli yapildi. Yigma jeli hazir olunca iist yiizeye kadar, ayirma jelinin
tizerine pipetle dikkatli bir sekilde eklendi. Sonrasinda elektroforeze 0Ozel tarak
(numuneleri yiiklemek i¢in kuyucuklarin olugmasi amaciyla), Uzerine dikkatlice
yerlestirildi ve jelin kurumasi i¢in yine bir sure islem yapilmadi. Ardindan tarak dikkatli
bir sekilde kuyucuklar1 bozmadan ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi.
Varolan bosluklara belirte¢ konularak jelin ylzeyi ilk olarak saf su ile yikandi. Ardindan
yuritme tamponu ile temizlendi. Elektroforez tankinin alt ve iist boliimlerine yiiriitme
tamponu konuldu.

Numuneler hepsinin igerisinde 20 pg protein bulunduracak miktarda hazirlandu.
Toplam hacim ise 100 pg olacak diizeyde 1/1 oraninda numune tamponu ilave edildi.
Sicak su banyosunda 4 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Numuneler sogutuldu ve
sonrasinda numuneler ve standart protein, elektroforezde bulunan jeldeki kuyucuklara
ince uglu enjektor vasitasiyla yiklendi. Tank kapag: kapatilarak alt ve st kisimlarina
sirastyla (+) kablo (anot), Ustten (-) kablo (katot) konuldu. Baslangigta 30 dk 80 volt
verilmesinin ardindan akim 120 volta yukseltilerek oda 1sisinda 1,5 saat yuratuldi. Bu

islem boya jelden akana kadar devam etti. Numune tamponun i¢erdigi brom timol mavisi
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reaktifi sayesinde numunelerin yiirlimesinin takibi gergeklestirildi Bu islemler
tamamlandiktan sonra akim verilmesi durduruldu. Plakalar ortasina yerlestirilmis olan jel
Ozenli bir sekilde alindi. Bu yiiritme tamponu yeniden yararlanmak lzere muhafaza
edildi. Calisma sonunda elde edilen jel Meyer ve Lamberts’in (1965) yontemine goére
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi ile boyanmustir. Jel boya cozeltisi igerisinde 24
saat bekletildikten sonra renksizlestirme ¢ozeltisi i¢inde yikama islemi igin iki saat
bekletilmistir. Yikama islemi birka¢ kez yapilip bantlarin belirginlesmesi saglanmistir

(Meyer ve Lamberts, 1965).

3.3.7 Kullamlan inhibitor i¢cin yapilan kinetik ¢calismalar

Bu tez kapsaminda ligand olarak kullandigimiz 4-amino 3-bromo 2-
metilbenzohidrazid inhibitoriiniin guaiakol substratina tutunmus oldugu vaziyette, oda
1s1sinda ve en ideal pH’da, karnabahar POD enzimi Uzerine inhibisyon etkisini belirlemek
amaciyla calismalar yapilmistir. Sabit substrat ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda
aktivite Ol¢iimleri gergeklestirildi ve bu degerlere gore % Aktivite-Konsantrasyon
grafikleri cizildi. Cizilen bu grafik ile enzimin %50 inhibisyonu icin gerekli inhibitér
konsantrasyonunu temsil eden 1Cso degeri tespit edildi. Ki degerlerini bulmak igin tig ayri
inhibitor ve bes ayr1 substrat konsantrasyonu kullanildi. Spektrofotometrik olarak elde
ettigimiz absorbans degerleriyle Linewaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten

yararlanarak Ki degerleri bulundu ve standart sapma hesaplandi.
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4, ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Karnabahar Peroksidaz Enzimi ile Tlgili Arastirma Sonuclar1

4.1.1 Ligand moleklin sentezlenmesi

Bu tez kapsaminda ligand olarak kullanilan 4-amino 3-bromo 2-
metilbenzohidrazid molekiilii daha onceki ¢alismamizda sentezlenmistir. Sentezi ve
karakterizasyonu onceki ¢alismamizda ayrintili olarak verilmistir (Oztekin ve Tasbasi,
2020; Oztekin ve ark., 2021).

4.1.2 Kantitatif protein tayini amaciyla yararlanilan standart grafik

Karnabahar bitkisinden hazirlanan homejenatlar ve yine karnabahar bitkisi
kullanarak afinite kolonlarindan saf hale getirilen POD enzim soliisyonlarindaki kantitatif
protein hesabi Bradford metodu ile belirlendi. Bu amag ile 3.2.1.2’de bahsi gecen yol
izlenerek standart bir grafik ¢izildi. Homojenatlardaki ve de saflagtirma sonucu elde etmis
oldugumuz enzim c¢ozeltilerindeki protein miktarlar1i verilen standart grafikten
yararlanilarak tespit edildi. Bunun sonucunda standart c¢ozeltilerin pg proteine denk

absorbans ol¢umleri Sekil 4.1°de verildi.

1.2

y = 0.0099x
1 R2=0.9977
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Sekil 4.1. Protein miktarlarini belirlemek i¢in kullanilan Bradford standart grafigi (BSA:Bovine Serum
Albumini)



43

4.2. Karnabahar Peroksidaz Enziminin Saflastirma Sonuclar:

4.2.1 Afinite kromotografisi ile elde edilen karnabahar POD enziminin saflastirma

sonuclari

Hazirlanis1 daha Once bahsedilmis olan karnabahar bitkisinden elde edilen
homojenatlardan dengelenmis kolonlara 5’er mL pipet yardimi ile yiklendi. Yikama
cozeltisi ile kolona tutunmayan safsizliklar yikanarak uzaklagtirildi. Sonrasinda eliisyon
cozeltisi ile eliisyon islemi gerceklestirildi ve elde edilen ¢ozeltiler 1,5’er mL’lik
eppendorf tiiplere akmasi saglandi. Tiim tiipler i¢in 280 nm’de ayr1 ayr1 absorbans degeri
Olcullp Kalitatif protein analizleri gergeklestirildi. 280 nm’de Olgllen absorbans
degerlerinin tlp adetine kars1 grafigi Sekil 4.2,’de verildi. Daha sonra absorbans gdsteren
tim tuplerin 470 nm’de absorbans dlglimleri yapilarak aktiviteleri hesaplandi. Doygun
substrat konsantrasyonunda Olciilen absorbanslardan aktiviteler hesaplanarak ortaya

cikan enzim iinitesi (EU)’ ne kars: tiip sayis1 grafigi cizildi.
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Sekil 4.2. Karnabahar POD enziminin saflastiriimasi sirasinda elde edilen eliiatlarin 280 nm’deki
absorbanslarini ve 470 nm’deki aktivitelerini gosteren grafik
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4.2.2 Karnabahar POD enziminin 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid affinite

kolonu ile saflastirma sonuclari

Ligand: 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid molekili olan afinite
kolonundan karnabahar POD enziminin saflastirma asamasinda elde edilen elUatlara
470 nm’de aktivite tayini ve Bradford yontemi ile 595 nm’de kantitatif protein tayini
islemi uygulandi. 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid kolonu ile elde edilen

sonuglar saflastirma tablosu haline getirilerek Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Karnabahar POD enziminin 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid kolonundan saflagtirma

sonuglari
Karnabahar En Son . Total Total o S.
Aktivite Protein . Spesifik | Yuzde
i . Aktivi-te Protein L.
POD Hacim Miktar: Aktivi-te
Miktari . Kat-
(EU/ML) (mg/mL) o) (EU/mg) | Verim
a
(mL) (mg) sayisl
A-amino Homojenat 5,00 62,6 07 313 35 89,4 100 1
3-bromo
2-metil
benzohidrazid
Sepharose 4B
Afinit 3,00 16,08 0,00032 48,24 0,00096 50250 15,4 562
inite

4.2.3 SDS-poliakrilamid jel elektroforezi sonuclari

4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid afinite kolonu ile karnabahar bitkisinden
saflagtirilan POD enziminin hem safligini  dogrulamak hem molekil agirhigim
belirleyebilmek amaglariyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi islemi uygulandi. B61Um
3.3.6’da aktarildig1 iizere yapilan elektroforez sonrasinda elde edilen bantlarin gériintiileri
Sekil 4.3’de verilmistir. SDS-PAGE ile karnabahar bitkisi POD enzimi icin tespit edilen

molekiil tayini sonucu yaklasik 44 kDa olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. Afinite kromatografisi ile saflastirilmig karnabahar POD enziminin SDS-PAGE goérintisi

*(1 Nolu kuyular: Standart proteinler, 2 Nolu kuyu: Saflastirilan karnabahar peroksidaz enzimi)

4.3.5 Kullanilan inhibitérun Ki ve 1Cso degerlerinin tespit edilmesi amaciyla

gerceklestirilen ¢calisma sonuglari

Calisgmamiz kapsaminda 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid inhibitori
DMSO da ¢ozildu, gerekli seyreltmeleri saf su ile yapildi ve karnabahar bitkisinden
saflastirilan POD enzimi tizerine bu molekilin inhibisyon etkisine bakildi. Bu amagla,
guaiakol substrati doygunlugun altinda alind1 ve bu sekilde reaksiyon hizi subsrata bagl
olarak belirlenmis oldu. Sabit substrat (Guaiakol 45 mM) ve bes farkli inhibitér
konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimleri yapildi. Uygulanan islem prosediirii Cizelge 4.2°de
verildi. % Aktivite- Konsantrasyon grafigi cizilerek 1Cso degeri hesaplandi. Bu grafik
Sekil 4.4°te gosterildi. Karnabahar POD enziminin ICsg degeri 0,196 mM olarak bulundu.



Cizelge 4.2. Karnabahar POD enziminin aktivitesi Uzerine 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid
inhibitori igin yapilan ICsp caligmasinda kullanilan deney prosediri
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Sekil 4.4. Karnabahar POD enzimi aktivitesi (izerine 5 farkli 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid
inhibitdri yogunlugunda elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon ([1]) grafigi
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ICs0 degerinin belirlenmesinden sonra molekuliin inhibisyon tipinin yarismali, yarismasiz
veya yari yarismali ¢esitlerinden hangisi oldugunun belirlenmesi ve K degerinin
hesaplanabilmesi icin 5 farkli guaiakol ve 3 farkli inhibitér yogunlugunda aktiviteleri
hesaplandi. Deney prosediri ve elde edilen sonug sirasiyla gizelge 4.3 ve 4.4°te verildi.
1/V degerleri spektrofotometrede Olgiilen absorbanslarla hesaplandi. 1/[S] degerleri
belirlenerek Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Lineweaver ve Burk, 1934), inhibisyon turu
ve Ki degeri hesaplandi. (Sekil 4.5) Karnabahar POD enzimi i¢in K; sabiti 0,113+0,012
mM, inhibisyon tirinin ise yarismali oldugu sonucuna varildu.

Yarigmali inhibitorin varliginda, maksimum hiz asagidaki formiil ile hesaplandi;

=4 (U2 (4.1)

Vmax Vmax K i [S ]

<Ie

Burada [I], Ki, [S] ve V_max sirastyla inhibitér konsantrasyonunu, enzim
inhibitor konsantrasyonunun ayrisma sabitini, substrat konsantrasyonunu ve maksimum

hiz1 belirtir.
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Cizelge 4.3. Karnabahar POD enzimi (izerine 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid inhibitéri icin 1/V,

1/[S] degerleri ve deney prosediri

Kor Tlpl Numune Tipu
Eg §§ag§g 2 §§ §: SZ . 336= zé%@z
RS EEEE MR EERERE bR R Vi
= 2
200 (1000|1000| - 800 | 200 [1000| 1000 | - 790 10 0,398 0,330
300 | 1000|1000 - 700 | 300 [1000| 1000 | - 690 10 0,268 0,220
[1To] 400 |1000|1000| - 600 | 400 [1000| 1000 | - 590 10 0,226 |0,166
500 |1000|1000| - 500 | 500 |1000| 1000 - 490 10 0,201 (0,133
600 |1000|1000| - 400 | 600 |1000| 1000 - 390 10 0,181 |0,095
200 {1000{1000| 30 | 770 200 |1000| 1000 | 30 | 760 10 0,674 10,330
300 {1000|1000| 30 | 670 300 |1000| 1000 | 30 | 660 10 0,547 (0,220
[1]1] 400 |1000|1000| 30 | 570 | 400 |1000| 1000 | 30 | 560 10 0,465 |0,166
500 {1000|1000| 30 | 470 500 |1000| 1000 | 30 | 460 10 0,330 |0,133
600 {1000{1000| 30 | 370]| 600 |1000| 1000 | 30 | 360 10 0,200 |0,095
200 |1000|1000| 50 | 750 | 200 (1000|1000 | 50 | 740 10 0,812 (0,330
300 |1000|1000| 50 | 650 300 |1000| 1000 | 50 | 640 10 0,724 10,220
[1]2] 400 |1000|1000| 50 | 550 | 400 |{1000| 1000 | 50 | 540 10 | 0,525 (0,166
500 {1000|1000| 50 | 450 500 |1000| 1000 | 50 | 440 10 0,381 |0,133
600 {1000{1000| 50 | 350 | 600 |1000| 1000 | 50 | 340 10 0,250 |0,095
200 |1000|1000| 70 | 730 | 200 |1000| 1000 | 70 720 | 10 1,179 10,330
300 {1000|1000| 70 | 630 300 |1000| 1000 | 70 | 620 10 0,793 (0,220
[1]s] 400 |1000|1000| 70 | 530 | 400 |1000| 1000 | 70 | 520 10 0,666 |0,166
500 {1000|1000| 70 | 430 500 |1000| 1000 | 70 | 420 10 0,510 |0,133
600 {1000{1000| 70 |330]| 600 |1000| 1000 | 70 | 320 10 0,393 |0,095
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x [10]=kontrol

1.2 [11]=0,104 mM
[12]=0,127 mM
1 [13]=0,107 mM
- 0.8
=
E
= 0.6
>
=
> 0.4
—
0.2
%
-0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
-0.2

1/[Guaiakol] mM-?

Sekil 4. 5. 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid molekilinin Karnabahar POD enzimi tizerinde
inhibisyon etkisini gosteren grafik

Cizelge 4.4 Karnabahar POD enzimi izerine 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid inhibitdriniin
inhibisyon etkisi

CH; O 1Cs0 Ortalama Ki Inhibisyon
Br N—NH, Karnabahar| (mM) (mM) tipi

POD
H,N
0,196 0,113+0,012 Yarigsmali

4-amino 3-bromo
2-metil benzohidrazid
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuglar

Bitkilerde bulunan peroksidaz (POD) enzimlerinin ¢esitli biyokimyasal
reaksiyonlar1 kataliz etmeleri sebebiyle, bu enzimlerle ilgili genis ¢apli arastirmalar
yapilmistir. Bilim insanlari, POD enzimlerinin endustride oldukca degerli enzimler
olduklarini tespit etmislerdir. Bu enzimi igeren kaynaklarin farkli 6zelliklere sahip
olanlarnin tespit edilmesi, endustride hem farkli uygulamalar agisindan hemde farkli
kaynaklar acisindan 6nem tasimaktadir.

POD enzimi, kendisine prostetik olarak siki sekilde baglanmis olan hem isimli
gurubu barindiran bir oksidorediiktazdir. (Rompel ve ark., 2007). Peroksidazlar gesitli
aromatik bilesikleri (hidrokinonlar, fenoller, hidrokinonid aminleri) substrat olarak
kullanip, metabolizmada olusan hidrojen peroksit ‘i (H202) etkisiz hale getirmektedir
(Putter ve Becker, 1987; Victor ve ark., 1993). Yani H202‘yi maddenin temel pargacigi
olan elektron temin edici olarak kullanan peroksidazlar, aromatik maddelerin hidrojen
gidericiligini de ¢ok yiiksek oranda hizlandirirlar.

Hidrojen peroksit pek ¢ok oksidaz enzimi tarafindan meydana getirilebilir ve pek
cok bilesigi oksitleyebilir. Hidrojen peroksit serbest radikallerin artmasina sebep
oldugundan dolayi, hiicrede bulunmaya devam ettikce hiicre igin toksik olabilir. Bu
sebeple ozellikle baz1 sistemlerde oksidatif hasarin dnlenmesi i¢in hidrojen peroksidin
uzaklastirilmasi gerekir (Koksal, 2007).

Hayvanlarda, mantarlarda, bitkilerde ve bakterilerde POD enzimi bulunur.
Bitkiler a¢isindan POD enzimi; bitkinin kok, yaprak, kauguk, ¢igek, meyve ve tohum gibi
kisimlarinda vardir (Neves, 2002; Lopez-Molina ve ark., 2003; Maciel ve ark., 2007;
Lavery ve ark., 2010). Bitkilerde pek ¢ok farkli fizyolojik reaksiyon olugsmaktadir (Goyal
and Chugh 2013). POD’lar bitkilerde bulunan zararli maddelerin (serbest radikaller gibi)
zararsiz hale gelmelerini, onlar1 doniistiirerek saglamaktadirlar (Sadeghgan, 2016).
POD’lar pekcok hicresel sirecte hayati roller Ustlenmektedir. POD’lar, fenolik
bilesiklerin oksidasyonu (Fry, 1986), hormonal faaliyet (Wakamatsu ve Takahama,
1993), hiicre uzamasi (Liszkay ve ark., 2003), lignin biyosentezi (Duarte-Vazquez ve
ark., 2000), harcanip iiriine doniisen oksijen ve azot ¢esitlerinin metabolizmasi (Almagro
ve ark., 2009), korunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa ve ark., 1991), suberin olusumu
(Passardi ve ark., 2007), organik molekdillerin sterospesifik biyotransformasyonu (Adam,

1999), indolasetik asit oranlarinin dengelenmesi, canli ortaminda bitki biiyiime ve
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farklilagmasi, bitkilerde hticre geper proteinlerinin tutunmasi (Agostini ve ark., 1997),
oksidatif stres (Hiraga ve ark., 2001) gibi olaylarda ayrica sentetik boya agartmada
(Spadaro ve Renganathan, 1994), ¢esitli sanayi kollar1 kullanimlarinda (Kwak ve ark.,
1996), organik cozicllerin fenol polimerizasyonunu katalizlemede, klinik tani ve
mikroanalitik uygulamalarda, atik sulardaki zehirli fenolleri parcalamada, onemli
gorevler Gstlenirler (Yaman, 2018).

POD enzimi ticari olarak ¢ok talep gérmesi sebebiyle ¢esitli kaynaklardan izole
edilmislerdir. Peroksidaz enziminin karaturp, karayip bitkisi, 1spanak yapraklari, incir,
ananas, bayirturpu kokii, brokoli, domates tohumlari, lahana, yag palmiyesi, patates
yumrulari, marul ve kiltiirli yerfistig1 gibi pek cok bitkiden farkli yiizdelerde izole
edilebildigini belirten ¢aligmalar vardir (Miranda ve ark., 2002).

Affinite kromotografisi istenen proteinin, ayrismayan bir kolon dolgu maddesi
Uzerine baglanan ve istenen proteini baglama uclari tasiyan spesifik ligandlar sayesinde
geri donlistimlii olarak proteinlerin adsorbe edilerek ayristirilmasi esasina dayanan
kromotografik bir yontemdir. Saf olarak elde edilmesi arzu edilen maddenin matrikse bir
enzimin koenzimi kimyasal bir reaksiyon ile baglanir. Saflastirilmasi istenenen madde bu
kolon dolgu maddesine uygulandigi zaman sadece ilgilendigimiz enzim proteinleri
koenzime spesifik ve tersinir baglandigr gozlemlenecektir. Ciinkii diger enzimlerin
koenzime baglanma 0Ozelligi bulunmamakta ve kolondan kolayca ayrilmaktadir.
Sonrasinda ise kolona serbest koenzim ¢ozeltisi yavas yavas dokiiliir ve bu defa kolona
baglanmis enzimler rekabetten Otiirii bu koenzimlere baglanirlar ve diger binlerce
enzimden istenen enzim ayristirilmis olur. Giinlimiizde var olan diger tekniklerle bu kadar
kisa siirede ¢ok kompleks karigimlardan tek basamakta saflagtirma yapmak miimkiin
olmamaktadir. Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli polimerler kolon dolgu maddesi
olarak tercih edilmektedirler. Bu metotta saflastirilacak protein i¢in 6nemli olan, matrikse
baglanan ligandin se¢ici ve tersinir baglanma 6zelligine sahip olmasidir. Bazen matriks
ile ligand arasinda bazi istenmeyen etkilesmeler olmaktadir. Bu durumu ortadan
kaldirmak icin matriks ve ligand arasina uzant1 kolonu yerlestirilir (Keha ve O.1., 2009).

Bitkilerin bilhassa kok, yaprak, kauguk, govde, cicek, sap, meyve, tohum,
hicrenin belli kisimlarinda ihtiva edilen peroksidaz enzimi, bizim c¢alismamizda
karnabahar bitkisinin kokiine yakin kisimlarindan afinite kromatografisi teknigi ile
saflagtirllmistir. POD enziminin saflagtirilmast 1960’ lardan bu yana yapilmakta olup
literatiirde iyon degisim, afinite, hidrofobik ve metal afinite kromatografisi gibi birgok

kromatografik metot bulunmaktadir (Singh ve ark., 2002). Koksal’in yaptig1 ¢calismaya
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gore karnabahar bitkisi CM-Sefadeks iyon degisim kromatografisi ve Sefadeks G-25
kullanilarak POD enzimi 19,33 kat ve %0,2 verimle (Koksal, 2007), Sakharov ve
arkadaslaranin yaptig1 ¢alismaya gore kolon kromotorafisi yontemi kullanilarak palmiye
agaci yapraklarindan POD enzimi 73 kat (Sakharov ve ark., 2001), Zia ve arkadaslarinin
yaptigi calismaya gore elma ve portakalda POD enzimi Sephadex veya Sefadeks G-75,
amonyum sulfat cokturmesi ve DEAE seluloz yontemleri kullanilarak elma
tohumlarindan ve portakal kabuklarindan siras1 ile 8.34 kat, 30.64 kat (Zia ve ark., 2011),
Sisecioglu ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore Turk kara turpunda diyaliz, amonyum
stlfat ¢oktlirmesi ve Sephadex iyon degistirici kromatografi yontemleri kullanilarak 9.7
kat (Sisecioglu ve ark., 2010), Somtirk ve arkadaslarinin ¢aligmasina gére POD enzimi
yaban turpundan jel filtrasyon ve amonyum sulfat ¢oktlirmesi yontemi kullanilarak 45.77
(Somtirk ve ark., 2014), Rojas — Reyes ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismaya gore kolon
kromotografisi yontemi kullanilarak avokadodan POD enzimi 14.5 kat (Rojas-Reyes ve
ark., 2014) saflastirllmis oldugu yapilan literatiir taramalarindan tespit edilmistir.
Saflastirma islemleri esnasinda saflastirllacak maddenin aktivitesinde olusabilecek
onemli kayiplar1 yok etmek ve boylece yiiksek verimde saflastirilacak maddenin izole
edilmesi 6nemlidir. Afinite kromatografisi ¢ok basamak gerektirmedigi i¢in hizl,
kullanim1 basit ve ¢ok karmasik yapilardan bile tek bir maddeyi saflastirabilmesi
sebebiyle seciciligi yiiksek bir yontemdir. Yine affinite kromotografisi ince tabaka
kromotografisine kiyasla kesin miktar tayini yapabilmesi agisindan bir adim one
gegmektedir. Spektrofometrik yontemlere kiyasla ise segicilikleri daha fazladir ancak
afinite kromotografisi pahali bir yontem olup daha cok biiyiilk oranda saflastirma
islemlerinde tercih edilmektedir.

Bu ¢alismada karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis L.) POD enziminin
yuksek verim ve saflikta elde edilmesi amaciyla, 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid
molekdll, bu bilesigin metilbenzoat formunun ¢ikis molekllu olarak kullaniimasiyla
sentezlendi ve ligand olarak afinite jelinin hazirlanmasinda kullanildi. Bu ligandin
secilme sebebi ise doniisiimlii inhibisyon gosteriyor oldugunun yapilan inhibisyon
kinetigi caligmalarindan tespit edilmesidir. Ayrica diazonyum tuzu olusturdugunun
onceki saflastirma c¢alismalarindan biliniyor olmasidir. Sentezlenen bu molekdl
diazonyum tuzu olusturabilecek yapida oldugundan dolay1r Karnabahar POD enziminin
afinite kromatografisi ile saflastirllmasinda 6nem tasimaktadir. Bu asamada hazirlanan

kolon dolgu maddesinin sentezlendigi, diazonyum tuzu olusturup uzanti koluna



53

baglanarak ortaya bir renk ¢ikmasi ile bilinmektedir ki diazonyum tuzu olusturabilen
bilesiklerin renkli tirtinler verdigi literatiirden de bilinmektedir (Kalin, 2018).

Saflastirma isleminin ilk asamasinda, karnabahardan alinan kisim sivi azot ile
muamele edilerek parcalanmasi saglandi, hazirladigimiz potasyum fosfat tamponu ile
muamele edilerek manyetik karistiricida bulamag haline getirildi ve ultraturraks ile
homojenize edildikten sonra ekstre santrifije tabi tutuldu. POD aktiviteleri santrifujdeki
siipernatant kismindan alinan homojenattan 8lciildii. ilk olarak afinite kolonu dengeleme
¢ozeltisi ile dengelenmis sonrasinda hazirlanan karnabahar homojenatlari 4-amino 3-
bromo 2- metil benzohidrazid kolonundan gegirilmis ve yikama tamponu ile enzim
disindaki diger safsizliklarin uzaklastirilmasi saglanmistir. Sonrasinda eliisyon tamponu
ile kolon dolgu maddesindeki liganda baglanmis olan karnabahar POD enzimi eliie
edilmistir.

Calismalarimiz esnasinda hazirlanan afinite kolonundan elde edilen karnabahar
eliatlarinin 470 nm’deki absorbans degerlerinin dl¢iimii alindi. Béylece POD aktivitesi
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Yapilan bu c¢alisma, guaiakol substratinin H20-
molekili sayesinde ylkseltgenmesi ve bunun sonucunda meydana gelen tetra guaiakoliin
470 nm’de absorbans vermesi esasi iizerine kuruludur. (Sisecioglu ve ark., 2010). Burda
aktivite belirlenirken bu yontemin tercih edilme sebebi ise literatlrde belirtildigi gibi
enzim igin en uygun substratin guaiakol olmasi ve molar ekstinksiyon katsayisinin daha
onceki calismalarla tespit edilmis olmasidir (€4700m=5000 M cm™) (Kalim, 2018).

Calismamizin tiim asamalarinda Bradford metodunu kullanarak kantitatif protein
tayinleri yapildi. Bu ¢alismada saflastirilan enzimin tiplerdeki aktivitesine bakildiktan
sonra aktivitesi en yiksek (¢ tip esas alinarak bu tiiplere ve homojenata Bradford
metodunu ile protein tayini yapilarak tliplerdeki protein miktarlar1 bulundu. Bradford
metodu ile protein tayininde Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi kullanildi.
Kullandigimiz boya negatif yiiklii bir boya olup protein tlizerindeki pozitif yiike baglanir
ve sonucunda kirmizi renk acifa cikararak olusan bu rengin spekrofotometrede 595
nm’de absorbans vermesi ile 6l¢gtim alinir. Bu metod Coomassie Brillant Blue G-250
boyasimnin fosforik asit ile karmagik bir yapt meydana getirmesi ve bu yapmnin
sepektrofotometrede absorbans vermesi ilkesine dayanmaktadir. Uygulanan metodun
yikic etkilere karsi ¢ok hassas olmamasi ve reaksiyonun ¢abuk gerceklesmesinden 6tiirii
yiiksek oranda tekrarlanabilir olmasi en biiylik avantajidir.

Ligand olarak doniisiimlii inhibisyon gdsteren 4-amino 3-bromo 2-metil

benzohidrazid molekiiliiniin bagli oldugu afinite kolonundan saflastirma islemi
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gerceklestirildi sonrasinda spektrofotometre ile aktivitelerine bakildi ve protein tayini
yapilarak alinan sonuglar iizerinden hesaplamalarin yapilmasi ile saflastirma tablosu
hazirland1 (Cizelge 4.1) ve bunun flzerinden tartisildi. Bu ¢alismada karnabahar
bitkisinden hazirlanan ekstraktan saflastirma gergeklestirildi. Saflastirma kisminda
affinite kromotografisi; enzimin saflik dogrulamada ve molekiil agirliginin tespitinde
SDS-PAGE yontemini kullanildi. Hazirlanan saflastirma tablosuna bakildiginda tek
kromatografik islemle POD enzimi karnabahardan 50250 (EU/mg) ve %15,4 verimle 562
kat saflastirildi. Yapilan literatiir taramasi sonucunda peroksidaz enzimin saflastirilmasi
hakkinda ¢ok sayida ¢alismaya rastlanmistir. Pandey ve arkadaslar1 papayadan (Carica
papaya) peroksidaz enzimini 68,59 (EU/mg) ile 30,22 kat %44,37 verimle g
kromatografik adimda saflastirmistir (Pandey et al. 2012). Lavery ve arkadaslar1 at
turpundan (Armoracia rusticana) peroksidaz enzimini 772,25 (EU/mg) ve 291 kat %71,3
verimle iki kromatografik adimda saflagtirmistir (Lavery et al. 2010). Marquez ve
arkadaslar1 vanilya cekirdeginden peroksidaz enzimini 1563,5 (EU/mg) ile 21 kat %19
verimle iki kromatografik adimda saflastirmistir (Marquez et al. 2008). Al-Senaidy ve
Ismael hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera L.) peroksidaz enzimini 906,2
(EU/mg) ile 17 kat %5,8 verimle ti¢ kromatografik adimda saflastirmistir (AlSenaidy and
Ismael 2011). Gilcin ve Koksal karnabahardan (Brassica oleracea L.) peroksidaz
enzimini 466987,9 (EU/mg) ile 19,33 kat %0,2 verimle ii¢c kromatografik adimda
saflastirmistir (Koksal and Giilgin 2008). Gilgin ve Yildirim karaldhanadan (Brassica
oleracea) peroksidaz enzimini 43805 (EU/mg) ile 335 kat %33 verimle (ig
kromatografik adimda saflastirmistir (Giil¢in and Yildirnm 2005). Mdluli marula
meyvesinden (Sclerocarya birrea subsp. Caffra) peroksidaz enzimini 361,469 (EU/mg)
ile 19 kat %1,3 verimle ii¢ kromatografik adimda saflastirmistir (Mdluli 2005). Koksal
1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan peroksidaz enzimini 96,4 (EU/mg) ile 22,6 kat
%4,2 verimle iki kromatografik adimda saflastirmistir (Koksal 2011). Rudrappa ve
arkadaslar1 kirmiz1 pancardan (Beta vulgaris L.) peroksidaz enzimini 10500 (EU/mg) ile
15 kat %84,6 verimle {i¢c kromatografik adimda saflastirmistir (Rudrappa et al. 2007).
Ajila ve Prasada Rao siyah gram kabugundan (Vigna mungo) peroksidaz enzimini
1215291 (EU/mg) ile 44 kat %44 verimle iki kromatografik adimda saflastrmistir (Ajila
ve Rao, 2009). Yapilan literatiir arastirmasinda gergeklestirilen ¢alismalarda saflagtirma
tekniklerinden “jel filtrasyon kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz,

ultrafiltrasyon gibi ” en az iki tanesinin kullanildig1 gériilmektedir. Bu daha fazla maliyet
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ve zaman kaybi demektir. Biz bu ¢alismamizi literatiirdeki calismalara kiyasla daha az
maliyet ve daha kisa bir siirede gerceklestirmis oldugumuzu gérmekteyiz.

Saflastirma islemi yapildiktan sonra elde edilen enzimin molekiil kiitlesinin
belirlenmesi ve saflik kontrolii boliim 3.3.6°da aktarildig1 gibi SDS-PAGE metoduyla
belirlendi. Gergeklestirilen SDS-PAGE isleminden sonra karnabahar bitkisinden yapilan
saflastirma isleminin gergeklesmis oldugu ve enzimin saf oldugu belirlendi. Saflagmasi
gerceklestirilebilen karnabahar POD enziminin molekil kitlesinin yaklasik 44 kDa
oldugu bulundu. Degisik bitki ¢esitlerinden ayirilmasi ile toplanan izoenzimlerin;
molekil kutleleri SDS-PAGE yontemiyle; Civello ve arkadasglarmin 1995°deki
calismasina gore 56 kDa g¢ilek peroksidazi i¢in (Civello ve digerleri, 1995), Forsyth ve
Robinson’unun 1998’deki calismasina gore 2648 kDa brussel filiz peroksidazi igin
(Forsyth ve Robinson, 1998), Deepa ve Arumughan’nin 2002’deki ¢alismasina gore 48
kDa palmiye agaci yapraklarinda igin (Deepa ve Arumughan, 2002), Pandey ve
arkadaglarimin 2012°deki ¢alismasina gore 43.11 kDa karayip bitkisi i¢in (Pandey ve ark.,
2012), sakharov ve arkadaslarinin 2001°deki ¢alismasina gére 51 kDa palmiye agaci igin
(Sakharov ve ark., 2001), Signoret ve Crouzet’in 1982°deki ¢alismasina gore 37 kDa tatli
patates kokleri icin (Signoret ve Crouzet, 1982), Laver ve aradaslarmin 2010’daki
calismasina gore 37 kDa at turpu igin (Laver ve ark., 2010), Marquez ve arkadaslarinin
2008’deki ¢alismasina gore 46,5 kDa vanilya ¢ekirdegi i¢in (Marquez ve digerleri, 2008),
Rudrappa ve arkadaslarmm 2007’deki g¢alismasina gore 45 kDa kirmizi pancarda
(Rudrappa ve ark., 2007), baska bir ¢alismaya gore 43 kDa domateste (Jen ve ark., 1980;
Signoret ve Crouzet, 1982), Dicko ve arkadaslarinin 2006’daki ¢alismasina gore 95 kDa
karalahanada (Dicko ve ark., 2006), Tzika ve arkadaslarinin 2009’daki ¢aligmasina gore
44KkDa zeytinde (Tzika ve ark., 2009), Deepa ve Arumughan’nin 2002°deki ¢aligmasina
gore 55 kDa hurma yapraklarinda (Deepa ve Arumughan, 2002), Chibbar ve Huystee’nin
1984°deki ¢alismasina gore 42 kDa fistik perosidazinda(Chibbar ve Huystee, 1984), Paul
ve Stigbrand’in 1970’deki ¢alismasina gore 40-46 kDa turp icin (Paul ve Stigbrand,
1970), Wang ve Luh’un 1983°deki g¢alismasina gore ise 34 kDa yesil kuskonmaz
peroksidazi i¢in (Wang ve Luh, 1983) tespit edilen degerlerdir. Karnabahar (brassica
oleracea var. botrytis I) POD enzimleri icin SDS-PAGE fotografi Sekil 4.2’de verilmistir.
Izole edilen POD’un molekiil agirliklari saflastirmanin yapildig1 bitki cesidine gore
farklilik gostermektedir. izole edilen peroksidaz enzimlerinin molekiil agirliklarina
bakildiginda genel olarak 34-95 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Karnabahar POD

enzimleri i¢in elde ettigimiz molekiil agirliklar literatiirdeki kaynaklarla uyum igindedir.
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Karnabahar bitkisinden saflastirilan peroksidaz enzimi ic¢in ligand olarak
sectigimiz 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid inhibitori tizerine kinetik ¢aligmalar
yapilip detayli olarak incelendi. Oncelikle guaiakol (45 mM) substratina bagl olarak
inhibitorsiiz bir absorbans oOl¢iimii yapildi ve enzimin aktivite degeri hesaplandi.
Sonrasinda yine 45 mM guaiakol substrati varliginda 5 ayri konsantrasyonlarinda
inhibitor ilave edilerek tekrardan absorbans Olciimi alindi ve aktivite degerleri
hesaplandi.  Inhibitdriimiiziin enzim aktivitesini yariya diisiirdiigii  inhibitor
konsantrasyonu bizim ICso degerimizi verir. Bu ¢alismamizda kiivette bulunan inhibitor
konsantrasyonlari Cizelge 4.2° de verildi. Sonugta elde ettigimiz enzim aktivitesini yariya
diisliren degerin alt ve tstiindeki degerler alind1 ve %Aktivite-konsantrasyon grafikleri
cizilerek ICso degeri bulundu. Karnabahar (Brassica Oleracea Var. Botrytis L) POD
enzimi icin bu grafikler Sekil 4.4’te gosterildi.

Karnabahar POD enzimi (zerine 4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid
molekdlundn inhibisyon etkisinin incelenmesi sonucunda 1Cso degeri; 0,196 mM olarak
hesaplandi. Bulunan bu sonuca bakildiginda tercih edilen molekilin POD enzimin
molekdl Gzerine inhibisyonu ortaya konuldu.

ICso calismasindan sonra amacimiz K degerini tespit etmek ve inhibisyon tipini
belirlemek oldu. Daha once tespit edilen 1Cso degerini yartya disiiren inhibitor
konsantrasyonu baz alinarak 3 farkli inhibitor konsantrasyonu secildi. Ki degerinin
bulunmasi i¢in ayrica 5 farkli substrat konsantrasyonu da belirlendi ve bu degerler
uzerinden aktivite 6l¢iimii yapildi. Bulunan sonuglar Cizelge 4.3’ te verildi. Sonrasinda
4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid i¢in 1/V ve 1/[S] deger olglimleri yapilarak
Lineweaver-Burk grafikleri olusturuldu (Lineweaver ve Burk, 1934). Grafik sekil 4.5’ te
verildi. Cizilen grafikten inhibisyon c¢esidi ve Kj degeri bulundu. Karnabahar
peroksidazin K; sabiti 0,113+0,012 mM, inhibisyon g¢esidinin ise yarigsmali oldugu

goruldu.

5.2 Oneriler

4-amino 3- bromo 2- metil benzoat molekill hazir bir sekilde satin alind1 ve 4-
amino 3- bromo 2- metil benzohidrazid molekiiliiniin sentezi yapildi. Karnabahar
(Brassica Oleracea Var. Botrytis L) peroksidaz enzimi Uzerindeki inhibisyon etkileri
arastirtldi.  Arastirmanin  yapildigit  molekilin  karnabahar POD  enziminin
saflastirilmasinda ilk kez kullanildig1 yapilan literatriir taramalarinda belirlenmistir. Yine

arastirmanin yapildigi molekiiliin enzim ile doniisiimlii inhibisyon sergiledigi ve ayni
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zamanda gii¢lii bir inhibitdr oldugu tespit edildi. Bu ¢alismamizda 4-amino 3- bromo 2-
metil benzohidrazid ligandi i¢in detayl kinetik ¢alisma Ki, 1Cso ve inhibisyon tipi
karnabahar POD enzimi icin ilk defa yapilmistir.

Literatiirde POD enzimi ile alakali pek ¢ok saflagtirma yontemi bulunmakta olup
kullanilan affinite kolonunun bu yontemlerden daha {iistiin oldugu, hazirlanan kolonun
defalarca kullanilanilabildigi ve daha az maliyetli oldugu anlasildi.

Bu calismada, ticari olarak satilan HRP enzimine alternatif olan karnabahar POD
enzimi yliksek Kkatsayiyla karnabahar bitkisinden saflastirilmis, kinetik aktiviteleri
aragtirtlmis ve karakterizasyon caligmalari yapilmistir. Calismamizda kullandigimiz
ligandin (4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid) karnabahar POD enzimi saflastirma
islemini tek kademede basari ile gerceklestirdigi ve bundan sonraki ¢aligmalardada diger
bitki peroksidaz saflagtirma islemlerinde de ligand olarak kullanilabilecegi literatiire
kazandirild.

Yiiksek saflagtirma katsayis1 ve verimle elde ettigimiz karnabahar POD enziminin
endiistriye kazandirilmasi ve sularin iyilestirilmesi amaciyla kullanilabilecegi arastirma
kaynaklarindan tespit edilmistir.

Ayrica diinya niifusun hizla artmasi sonucu gunumiz problemi haline gelen
niifusa yeterli olmayan gida sikintisinin giderilmesi amaciyla, peroksidaz enziminin
meyve sebzelerin olgunlastirilmasinda  etkili oldugu disiiniildiigiinde, hasat
verimliliginin arttirilmasi ¢aligmalarinda kulanilabilecegi fikrine ulagilmis ve bu yonde

arastirmalarin ¢ogaltilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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