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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

4-AMİNO BENZOHİDRAZİD TÜREVLERİ KULLANILARAK KARATURP VE 

ŞALGAMDAN PEROKSİDAZ ENZİMİNİN SAFLAŞTIRILMASI 

 

Aykut ÖZTEKĠN 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

Biyokimya Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Hasan ÖZDEMĠR 

 

Bu tez kapsamında amino benzohidrazid molekülleri kullanılarak bitki peroksidaz 

enzimlerinin tek basamakta saflaĢtırılması için en etkili ve yeni afinite ligantlarının 

belirlenmesi hedeflendi. Bu amaçla, literatürde 4-amino benzohidrazid ile yapılan bitki 

peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırma çalıĢmalarına katkı sağlamak için ilk defa 4-amino 2-

metil benzohidrazid, 4-amino 3-metil benzohidrazid, 4-amino 2-metoksi benzohidrazid, 4-

amino 3-metoksi benzohidrazid türev molekülleri sentezlenerek POD enzimlerinin 

saflaĢtırılmasında kullanıldı. Türev moleküllerin metilbenzoat formlarından hidrazin 

sentezleri yapılarak, karaturp ve Ģalgam POD enzimleri üzerine inhibisyon etkileri incelendi 

ve dönüĢümlü inhibisyon gösteren moleküller Sepharose-4B-L-Tirozin jel materyaline 

bağlanarak elde edilen afinite jelleri ile tek kademede karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin 

saflaĢtırılması gerçekleĢtirildi. 4-amino 2-metil benzohidrazid molekülü kullanıldığında 

POD enzimi, karaturptan %14,1 verimle 211,4 kat, Ģalgamdan %11,7 verimle 444,6 kat, 4-

amino 3-metil benzohidrazid ile karaturptan %14,2 verimle 191,6 kat, Ģalgamdan %10,2 

verimle 234 kat, 4-amino 2-metoksi benzohidrazid ile karaturptan %33,6 verimle 676,4 kat, 

Ģalgamdan %20,1 verimle 806,7 kat, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid ile karaturptan 

%10,1 verimle 244,3 kat ve Ģalgamdan %12,2 verimle 653,9 kat saflaĢtırma yapıldı. Tüm 

kolonlardan saflaĢtırılan enzimlerin molekül ağırlığı ve enzim saflığı SDS-PAGE ile kontrol 

edildi. Karaturp POD enzimi için 43-47 kDa’da tek bant, Ģalgam POD enzimi için ise 47 

kDa’da tek bant gözlendi. Tüm kolonların saflaĢtırma sonuçları karĢılaĢtırıldı ve en iyi 

kolon olan Sepharose-4B-L-Tirozin-4-amino-2-metoksi benzohidrazid kolonu için kolon 

tutma kapasitesi, karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için değiĢik pH, sıcaklık, iyonik 

Ģiddetlerde (I) çalıĢıldı. Karaturp POD enzimi için optimum Ģartlar: pH 8,0, sıcaklık 15°C, I 
0,35 M, Ģalgam POD enzimi için ise pH 8,0, sıcaklık 15°C, I 0,3 M olarak hesaplandı. 

2015, 81 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Peroksidaz, Afinite kromatografisi, Karaturp, ġalgam, SaflaĢtırma, 4-

Amino benzohidrazid türevleri  
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ABSTRACT 

Ph. D.Thesis 

 

PURIFICATION OF BLACK RADISH AND TURNIP POD ENZYMES USING 

WITH 4-AMINO BENZOHYDRAZIDE DERIVATES 

 

Aykut ÖZTEKĠN 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

Department of Biochemistry 

 

Advisor: Prof.Dr. Hasan ÖZDEMĠR 

 

In this thesis, it was aimed to determine the most effective and novel affinity ligands for 

purification of plant peroxidase enzymes in one step using amino benzohydrazide 

molecules. For this purpose, in order to contribute to the purification studies of plant 

peroxidase enzymes made with 4-amino benzohydrazide in the literature, 4-amino 2-methyl 

benzohydrazide, 4-amino 3-methyl benzohydrazide, 4-amino 2-methoxy benzohydrazide, 4-

amino 3-methoxy benzohydrazide derivative molecules were used for the purification of 

POD enzymes for the first time. The inhibition effects on the POD enzymes of black radish 

and turnip were investigated by carrying out the hydrazine synthesis from the methyl 

benzoate forms of the derivative molecules and the purification of black radish and turnip 

POD enzymes in one step was performed with affinity gels obtained by binding alternating 

inhibitory molecules to Sepharose-4B-L-Tyrosine gel material. When 4-amino 2-methyl 

benzohydrazide was used as ligand, POD enzyme was purified 211.4 fold with a yield of 

14.1% from the black radish, 444.6 fold with a yield of 11.7% from the turnip, 191.6 fold 

with a yield of 14.2% from the black radish with 4-amino 3-methyl benzohydrazide, 234 

fold with a yield of % 10.2 from the turnip with 4-amino 3-methyl benzohydrazide, 676.4 

fold with a yield of % 33.6 from the black radish with 4-amino 2-methoxy benzohydrazide, 

806.7 fold with a yield of 20.1% from the turnip with 4-amino 2-methoxy benzohydrazide, 

244.3 fold with a yield of % 10.1 from the black radish with 4-amino 3-methoxy 

benzohydrazide and 653.9 fold with a yield of 12.2% from the turnip with 4-amino 3-

methoxy benzohydrazide. The molecular weight and enzyme purity of the enzymes purified 

from all the columns were controlled by SDS-PAGE. Single band at 43-47 kDa for black 

radish POD enzyme and single band at 47 kDa for turnip POD enzyme were observed. The 

purification results of all the columns were compared and the column holding capacity for 

Sepharose-4B-L-Tyrosine-4-amino-2-methoxy benzohydrazide column, which is the best 

column, different pH, temperature, ionic strengths (I) for the black radish and turnip POD 

enzymes were studied. The optimum conditions for the black radish POD enzyme were 

calculated as pH 8.0, temperature 15°C, I 0.35 M and the optimum conditions for the turnip 

POD enzyme were calculated as pH 8.0, temperature 15°C, I 0.3 M. 

2015, 81 pages 

Keywords: Peroxidase, Affinity chromatography, Black Radish, Turnip, Purification, 4-

Amino benzohydrazide derivatives 



iii 

TEŞEKKÜR 

Doktora tezi olarak sunduğum bu çalıĢma Atatürk Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya 

Bölümü Biyokimya Anabilim Dalı Öğretim Üyesi Sayın Prof. Dr. Hasan ÖZDEMĠR 

yönetiminde Atatürk Üniversitesi Fen Fakültesi Biyokimya AraĢtırma Laboratuarında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Değerli hocam Sayın Prof. Dr. Hasan ÖZDEMĠR’e Ģükranlarımı 

sunarım. 

Atatürk Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü’ne, Biyokimya Anabilim Dalı 

BaĢkanı Sayın Prof. Dr. Ö. Ġrfan KÜFREVĠOĞLU’na, Sayın Prof. Dr. Ġlhami 

GÜLÇĠN’e, Doç. Dr. Melda ġĠġECĠOĞLU’na, Sayın Dr. Hatice SEÇĠNTĠ’ye,  

AraĢtırma Görevlisi olarak görev yaptığım Ağrı Ġbrahim Çeçen Üniversitesi Fen-

Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü’ne, çalıĢmalarım süresince desteklerini esirgemeyen 

eĢim ve kızıma teĢekkürlerimi sunarım. 

Ayrıca doktora süresi boyunca maddi ve manevi desteklerinden dolayı TÜBĠTAK’a 

teĢekkür ederim.  

Aykut ÖZTEKİN 

Aralık, 2016 

 

 

 

 

 

  



iv 

İÇİNDEKİLER 

ÖZET.................................................................................................................................. i 

ABSTRACT ...................................................................................................................... ii 

TEġEKKÜR ..................................................................................................................... iii 

SĠMGELER ve KISALTMALAR DĠZĠNĠ ..................................................................... vii 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ ........................................................................................................ viii 

ÇĠZELGELER DĠZĠNĠ .................................................................................................... xi 

1. GİRİŞ ....................................................................................................................... 1 

1.1. Peroksidazlar ......................................................................................................... 2 

1.2. Bitki Peroksidazları ............................................................................................... 4 

1.3. Afinite Kromatografisi .......................................................................................... 9 

2. KAYNAK ÖZETLERİ ........................................................................................ 10 

2.1. Bitkilerden POD Enzimi SaflaĢtırılması ÇalıĢmaları .......................................... 10 

2.2. ÇalıĢmanın Amacı ............................................................................................... 12 

3. MATERYAL ve YÖNTEM ................................................................................. 13 

3.1. Materyal ............................................................................................................... 13 

3.1.1. Kullanılacak kimyasal maddeler ...................................................................... 13 

3.1.2. Yararlanılacak alet ve cihazlar ......................................................................... 13 

3.1.3. Kullanılan çözeltilerin hazırlanması ................................................................. 14 

3.2. Yöntemler ............................................................................................................ 17 

3.2.1. Protein tayini .................................................................................................... 17 

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini ................................................................................... 17 

3.2.1.b. Bradford protein tayin yöntemi ..................................................................... 17 

3.2.2. Peroksidaz aktivitesi tayini ............................................................................... 18 

3.3. Karaturp ve ġalgamdan Peroksidaz Enziminin SaflaĢtırılması ÇalıĢmaları ....... 19 

3.3.1. Ligand seçimi ................................................................................................... 19 

3.3.2. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin sentezlenmesi ......................................... 20 

3.3.3. Ġnhibitör çalıĢmaları ......................................................................................... 21 

3.3.3.a. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin enzim aktivitesi üzerine etkilerinin 

incelenmesi .................................................................................................... 21 



v 

3.3.4. Sepharose-4B-L-Tirozin-(1a, 2a, 3a, 4a) afinite jellerinin hazırlanması ......... 22 

3.3.4.a. CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ Sepharose-4B’ye tirozin takılması ......................... 22 

3.3.4.b. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin (1a, 2a, 3a, 4a) Sepharose-4B-L-

Tirozin’e kenetlendirilmesi. .......................................................................... 23 

3.3.5. Afinite kolonlarının paketlenmesi .................................................................... 24 

3.3.5.a. Afinite kolonlarına numune tatbiki ve elüsyonu ........................................... 24 

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Saflığının Belirlenmesi ............ 25 

3.5. Afinite Kolonunun Peroksidaz Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunması ........ 26 

3.5.1. Sıcaklığın kolon kapasitesine etkisi ................................................................. 27 

3.5.2. pH’nın kolon kapasitesine etkisi ...................................................................... 27 

3.5.3. Ġyonik Ģiddetin kolon kapasitesine etkisi .......................................................... 27 

4. ARAŞTIRMA BULGULARI .............................................................................. 28 

4.1. 4-Amino Benzohidrazid Türevlerinin Sentezlenmesi ......................................... 28 

4.2. Kantitatif Protein Tayini Ġçin Kullanılan Standart Grafik Hazırlanması ............ 33 

4.3. Karaturp ve ġalgam POD Enzimlerinin 4-Amino Benzohidrazid Kolonu ile 

SaflaĢtırılması ÇalıĢma Sonuçları ....................................................................... 33 

4.4. Sentezlenen 4-Amino Benzohidrazid Türevlerinin Ki ve IC50 Değerlerinin 

Belirlenmesi ........................................................................................................ 34 

4.4.1. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar .............................................. 36 

4.4.2. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar .............................................. 39 

4.4.3. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi          

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar ................................. 42 

4.4.4. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar .............................................. 45 

4.4.5. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi  

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar ................................. 48 

4.4.6. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi           

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar ................................. 51 

4.4.7. 4-Amino-3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar ................................. 54 



vi 

4.4.8. 4-Amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi            

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalıĢmalar ................................. 57 

4.5. Karaturp ve ġalgam POD Enzimlerinin 4-Amino benzohidrazid Türevleriyle 

SaflaĢtırılması Sonuçları ..................................................................................... 60 

4.6. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuçları ................................................... 63 

4.6.1. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid molekülü kullanılarak hazırlanan              

afinite kolonunun karaturp ve Ģalgam POD enzimlerini tutma                  

kapasitesinin belirlenmesi ................................................................................ 66 

4.6.1.a. Kolon kapasitesine sıcaklığın etkisi sonuçları ............................................... 66 

4.6.1.b. pH’nın kolon kapasitesine etkisi sonuçları .................................................... 67 

4.6.1.c. Ġyonik Ģiddetin kolon kapasitesine etkisi sonuçları ....................................... 68 

5. TARTIŞMA ve SONUÇ ....................................................................................... 70 

KAYNAKLAR ............................................................................................................... 77 

ÖZGEÇMĠġ .................................................................................................................... 82 

 

  



vii 

SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

E.C. Enzim kod numarası  

E.Ü. Enzim ünitesi 

LPO Laktoperoksidaz enzimi  

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi 

PER Amonyum persülfat 

POD Peroksidaz 

SDS Sodyum dodesilsülfat 

TEMED N,N,N’,N'-tetrametil etilendiamin 

Tris 

IC50 

Trihidroksimetil aminometan 

Enzimin aktivitesini yarıya düĢüren inhibitör konsantrasyonu 

PABH Para amino benzoikhidrazid (4-amino benzohidrazid) 

DAB [1,1'-bifenil]-3,3',4,4'-tetraamin 

ABTS (2Z,2'Z)-2,2'-(hidrazin-1,2-diliden)bis(3-etil-2,3-

dihidrobenzo[d]tiazol-6-sulfonat) 

OPD Benzene-1,2-diamin 

TMB 3',4,5,5'-tetrametil-[1,1'-bifenil]-3,4'-diamin 

HRP Horseradish Peroxidase (At turpu peroksidazı) 

TLC Ġnce tabaka kromatografisi 

DMSO Dimetil sülfoksit 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



viii 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil 1.1. HRP oksidasyon-redüksiyon döngüsü .............................................................. 5 

Şekil 1.2. Peroksidaz enzimlerinin substrat olarak kullandığı aromatik bileĢikler ........... 6 

Şekil 1.3. Laktoperoksidaz enziminin guaiakol substratını, guaiakolun renkli    

oksidasyon ürününe çevirme reaksiyonu ......................................................... 7 

Şekil 1.4. Aromatik substrat varlığında peroksidaz enziminin polimer reaksiyonu 

katalizleme döngüsü. ........................................................................................ 8 

Şekil 3.1. Guaiakol substratının yükseltgenme denklemi ............................................... 19 

Şekil 3.2. Peroksidaz inhibitörü ve ligand olarak kullanılacak moleküller .................... 20 

Şekil 3.3. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin sentezlendiği genel reaksiyon Ģeması .. 21 

Şekil 3.4. CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ sepharose-4B’ye tirozin takılması reaksiyonu ........ 23 

Şekil 3.5. 4-Amino benzohidrazid türevi moleküllerin Sepharose-4B-L-Tirozin’e 

kenetlendirilmesi reaksiyonu ......................................................................... 24 

Şekil 4.1. 4-Amino 2-metil benzohidrazid (1a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu ....................................................................................................... 29 

Şekil 4.2. 4-Amino 3-metil benzohidrazid (2a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu ....................................................................................................... 30 

Şekil 4.3. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu ....................................................................................................... 31 

Şekil 4.4. 4-Amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu ....................................................................................................... 32 

Şekil 4.5. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini için kullanılan standart 

grafik .............................................................................................................. 33 

Şekil 4.6. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino-                      

2-metil benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-                 

Konsantrasyon grafiği .................................................................................... 36 

Şekil 4.7. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino               

2-metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği ...................... 38 



ix 

Şekil 4.8. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino                     

2-metil benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-                

Konsantrasyon grafiği .................................................................................... 39 

Şekil 4.9. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino                     

2-metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği ...................... 41 

Şekil 4.10. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino                       

3-metil benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-                 

Konsantrasyon grafiği .................................................................................. 42 

Şekil 4.11. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino          

3-metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği .................... 44 

Şekil 4.12. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino                 

3-metil benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-                 

Konsantrasyon grafiği .................................................................................. 45 

Şekil 4.13. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino                  

3-metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği .................... 47 

Şekil 4.14. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-              

Konsantrasyon grafiği .................................................................................. 48 

Şekil 4.15. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino           

2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği ................ 50 

Şekil 4.16. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-             

Konsantrasyon grafiği .................................................................................. 51 

Şekil 4.17. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği ................... 53 

Şekil 4.18. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino            

3-metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite- 

Konsantrasyon grafiği .................................................................................. 54 

Şekil 4.19. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino              

3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği ................ 56 



x 

Şekil 4.20. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino-3-

metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-             

Konsantrasyon grafiği .................................................................................. 57 

Şekil 4.21. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino            

3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği ................ 59 

Şekil 4.22. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid kolonundan elüsyonu aktivite/absorbans grafiği .................. 61 

Şekil 4.23. ġalgam (Brassica rapa L.) POD enziminin 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid kolonundan elüsyonu aktivite/absorbans grafiği .................. 62 

Şekil 4.24. 4-Amino 2-metil benzohidrazid, 4-amino 3-metil benzohidrazid, 4-amino           

2-metoksi benzohidrazid, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid afinite 

kolonlarından saflaĢtırılan karaturp POD enzimlerinin SDS-PAGE          

fotoğrafı ........................................................................................................ 64 

Şekil 4.25. 4-Amino 2-metil benzohidrazid, 4-amino 3-metil benzohidrazid, 4-amino           

2-metoksi benzohidrazid, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid afinite 

kolonlarından saflaĢtırılan Ģalgam POD enzimlerinin SDS-PAGE           

fotoğrafı ........................................................................................................ 64 

Şekil 4.26. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid  

afinite kolonlarından saflaĢtırılan karaturp POD enzimlerinin                            

SDS-PAGE substratla boyama fotoğrafı. ..................................................... 65 

Şekil 4.27. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi            

için sıcaklık-kapasite grafiği ........................................................................ 66 

Şekil 4.28. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin Ģalgam POD enzimi            

için sıcaklık-kapasite grafiği ........................................................................ 67 

Şekil 4.29. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi              

için pH-kapasite grafiği ................................................................................ 67 

Şekil 4.30. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin Ģalgam POD enzimi           

için pH-kapasite grafiği ................................................................................ 68 

Şekil 4.31. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi         

için iyonik Ģiddet-kapasite grafiği ................................................................ 68 

Şekil 4.32. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin Ģalgam POD enzimi                

için iyonik Ģiddet-kapasite grafiği ................................................................ 69  



xi 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

Çizelge 1.1. Peroksidaz enzimlerinin sınıflandırılması .................................................... 4 

Çizelge 4.1. 4-Amino benzohidrazid türevleri sentez sonuçları ..................................... 28 

Çizelge 4.2. 4-Amino benzohidrazid kolonundan karaturp ve Ģalgam POD            

enzimlerinin saflaĢtırma sonuçları ............................................................. 34 

Çizelge 4.3. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney 

prosedürü ................................................................................................... 36 

Çizelge 4.4. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino         

2-metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü ............................. 37 

Çizelge 4.5. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü 

etkisi ........................................................................................................... 38 

Çizelge 4.6. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi            

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney 

prosedürü ................................................................................................... 39 

Çizelge 4.7. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino          

2-metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü ............................. 40 

Çizelge 4.8. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü 

etkisi ........................................................................................................... 41 

Çizelge 4.9. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney 

prosedürü ................................................................................................... 42 

Çizelge 4.10. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak                

4-amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü ............. 43 

Çizelge 4.11. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 3-metil benzohidrazid                 

inhibitörü etkisi ........................................................................................ 44 

Çizelge 4.12. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon                

deney prosedürü ....................................................................................... 45 



xii 

Çizelge 4.13. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino          

3-metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü ........................... 46 

Çizelge 4.14. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü 

etkisi ......................................................................................................... 47 

Çizelge 4.15. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD               

enzimi üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-               

Konsantrasyon deney prosedürü .............................................................. 48 

Çizelge 4.16. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak                 

4-amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen deney              

prosedürü .................................................................................................. 49 

Çizelge 4.17. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 2-metoksi benzohidrazid 

inhibitörü etkisi ........................................................................................ 50 

Çizelge 4.18. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney 

prosedürü .................................................................................................. 51 

Çizelge 4.19. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino           

2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü ....................... 52 

Çizelge 4.20. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 2-metoksi benzohidrazid           

inhibitörü etkisi ........................................................................................ 53 

Çizelge 4.21. 4-amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD                

enzimi üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon 

deney prosedürü ....................................................................................... 54 

Çizelge 4.22. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak                 

4-amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü ........ 55 

Çizelge 4.23. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 3-metoksi benzohidrazid 

inhibitörü etkisi ........................................................................................ 56 

Çizelge 4.24. 4-Amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney 

prosedürü .................................................................................................. 57 

Çizelge 4.25. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino            

3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü ....................... 58 



xiii 

Çizelge 4.26. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 3-metoksi benzohidrazid               

inhibitörü etkisi ........................................................................................ 59 

Çizelge 4.27. Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için moleküllerin toplu inhibisyon 

sonuçları ................................................................................................... 60 

Çizelge 4.28. Afinite kolonlarından elde edilen karaturp POD enzimi için hazırlanan 

saflaĢtırma tablosu ................................................................................... 62 

Çizelge 4.29. Afinite kolonlarından elde edilen Ģalgam POD enzimi için hazırlanan 

saflaĢtırma tablosu ................................................................................... 63 



1 

 

 

1. GİRİŞ 

Canlıların yaĢamlarını devam ettirebilmesi için biyokimyasal reaksiyonlarını 

katalizlemesi gerekir. Kataliz olmaksızın yıllarca sürebilecek kimyasal reaksiyonlar 

katalizörler varlığında saniyeler içinde gerçekleĢir. Enzimler benzer substratlar arasında 

seçim yapabilen, reaksiyonun gerçekleĢme hızını 10
17 

kat kadar arttırabilen özgül 

biyomoleküllerdir. Enzimlerin 5.000’e yakın biyokimyasal reaksiyon tipini katalizlediği 

bilinmektedir. Enzimlerin katalizlediği tepkimelerde kimyasal enerji korunur, 

dönüĢtürülür ve basit öncüllerden biyolojik makromoleküllerin üretimi sağlanır 

(Lehninger 2005). 

Enzimler protein yapısındadır, reaksiyon spesifikliği çok yüksektir. Bu özellikleri 

enzimlerin eĢsiz üç boyutlu yapısından kaynaklanmaktadır. Metabolizmada protein 

yapısında olmayıp reaksiyonları katalizleyen katalitik RNA molekülleri (ribozim) de 

vardır (Schomburg et al. 2013). 

Ġnhibitörler, enzimlerin in vivo ve in vitro Ģartlarda aktivitelerinin azaltılması ya da 

tamamen yok edilmesine neden olan maddelerdir. Bu maddeler, çoğunlukla küçük 

molekül yapısına sahip bileĢikler, iyonlar veya Ģelatlayıcılardır. Enzim inhibisyonu, 

biyolojik sistemlerdeki kontrol mekanizmalarının önemli bir kısmını oluĢturur. 

Kimyasal maddeler, ilaçlar ve zehirli bileĢikler bu yolla etki gösterir (Keha ve 

Küfrevioğlu 2009).  

Ġnhibisyon, dönüĢümsüz ya da dönüĢümlü olmak üzere ikiye ayrılır. DönüĢümsüz 

inhibisyonda inhibitör enzime ya kovalent bağlanır ya da zor ayrılabilen bir kompleks 

meydana getirir. Bu durumda enzimin tekrar aktivite göstermesi beklenemez. 

DönüĢümlü inhibisyonda ise enzim ile inhibitörün etkileĢmesi bir denge reaksiyonu 

oluĢturur. Bu inhibisyon tipi yarıĢmalı, yarıĢmasız veya yarı yarıĢmalı olabilir. 

YarıĢmalı inhibisyonda, inhibitör ile substratın yapıları benzerlik gösterir ve enzimin 

aynı aktif bölgesine bağlanırlar. Ġnhibitörün etkisi, substrat konsantrasyonu arttırıldıkça 
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denge substrata doğru kaydığı için azalır. Bu sebepten yarıĢmalı inhibisyonda KM 

değerinde artıĢ gözlenir, enzimin Vmax değeri değiĢmez. YarıĢmasız inhibisyon tipinde 

ise inhibitör ile substrat enzimin farklı bölgelerine bağlanır, genelde inhibisyon etkisi 

substrat konsantrasyonundan bağımsızdır. Bu inhibisyonda Vmax değeri inhibitör 

konsantrasyonu arttıkça azalır fakat KM değeri değiĢmez. Yarı yarıĢmalı inhibisyonda 

inhibitör ES (Enzim-Substrat) kompleksine bağlanır. Bu inhibisyonda Vmax ve KM 

değerlerinde aynı anda bir azalma görülür. Ġnhibitör etkilerini yarıĢmalı veya yarıĢmasız 

olarak kesin sınırlarla birbirinden ayırmak mümkün değildir. Genel olarak karıĢık 

inhibisyon gözlenir (Keha ve Küfrevioğlu 2009). 

1.1. Peroksidazlar  

Peroksidazlar (POD, E.C: 1.11.1.7) oksidoredüktazlar sınıfında olan ve hem grubu 

içeren proteinlerdir. Bu enzimler bazı indirgeyiciler ve peroksitler arasındaki redoks 

reaksiyonlarını katalizler. Hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunurlar. 

Tüm hem grubu içeren peroksidazlar aktif bölgelerinde ferriprotoporfirin IX prostetik 

grubunu ihtiva eder. Katalitik mekanizmaları ping-pong mekanizmasını içeren iki 

elektronun hidrojen peroksitten heme transferiyle baĢlar ve enzimin oksitlenmiĢ formu 

oluĢur. ArdıĢık tek elektron azaltımları ile enzim doğal formuna döner veya indirgenmiĢ 

bölge enzimin ara oksitlenmiĢ formunu oluĢturur (Dunford et al. 2010). 

Polipeptit zinciri üzerindeki ikinci prostetik grubu ise glikozid yan zincirleri oluĢturur. 

Peroksidaz enzimlerinin çoğu moleküler ağırlıklarının %15-17’si kadar karbohidrat 

içerir (Van Huystee 1987). Hem grubu ve glikozidik grupların yanında kalsiyum (Ca
2+

) 

iyonu da peroksidaz salınımı ve polipeptit zincirinin yapısal devamlılığı için gereklidir 

(Fric 1976; Van Huystee 1987).  

Peroksidazlar; aktivitelerinin kolay ölçülmesi ve yüksek sıcaklıklarda stabil 

kalabilmesinden dolayı enzimatik çalıĢmalarda ve protein yapı tayinlerinde model bir 

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

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669013001593#bib0045
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Metabolizma sırasında oluĢan, oksitleyici özelliği olan H2O2’in ortamdan çok hızlı bir 

Ģekilde uzaklaĢtırılması gerekir. Hücrede bu görev enzimatik antioksidan özellik 

gösteren katalaz ve peroksidazlar tarafından gerçekleĢtirilir (Halliwell 1984). Hücre 

içindeki hidrojen peroksit miktarı peroksizomlarda katalazlar tarafından düzenlenirken, 

hücrenin diğer bölümlerinde ise peroksidaz enzimleri çeĢitli aromatik bileĢikleri 

oksitler, elektronları H2O2‘ye transfer eder (Robert et al. 1993) ve H2O2’yi suya 

dönüĢtürür (Scandalios et al. 1994). 

Laktoperoksidaz sütte, tükürük ve gözyaĢında, (Kumar and Bhatla 1995), 

miyeloperoksidaz lökositlerde, trombositlerde, karaciğerde ve dalakta, glutatyon 

peroksidaz ise uterus, akciğer duvarları, sitoplazma ve mitokondrilerde bulunan 

peroksidaz enzimlerine örnek olarak verilebilir (Pütter and Becker 1987). 

Peroksidaz enzim ailesi spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktörler, inhibitörlere 

hassasiyet ve optimum pH gibi biyokimyasal özellikleri farklı olan çok sayıda 

izoenzimden oluĢur (Fric 1976). 

Peroksidazlar, üç yapısal sınıfa ayrılabilir. Sınıf I: Maya, bakteri peroksidazları ve 

yüksek bitki askorbat peroksidazlarını içerir. Sınıf II: Mantarlarda bulunan manganez 

peroksidazdan oluĢmaktadır. Sınıf III ise klasik salgı bitki peroksidazlarından oluĢur 

(Hiraga et al. 2001). Klasik salgı bitki peroksidazları (Sınıf III Prx, E.C. 1.11.1.7) 

bitkilerde hidrojen peroksit kullanarak, farklı alt substratların oksitlenmesini mümkün 

kılan enzimlerdir.  
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Çizelge 1.1. Peroksidaz enzimlerinin sınıflandırılması (Hiraga et al. 2001) 

Süper Aile Enzim Kaynak 
Moleküler Kütle 

(kDa) 

Hayvan 

Peroksidazları 

 

Eosinophill 

Peroksidaz 
Hayvan 50-75 

Laktoperoksidaz Hayvan 78-85 

Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150 

Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110 

Glutatyon Peroksiaz Hayvan, Bitki 6-22, 75-112 

Prostaglantin 

endoperoksit Sentaz 
Hayvan 115-140 

Katalaz Katalaz 
Hayvan, Bitki 

Mantar, Maya 
140-530 

Bitki Peroksidazları 

(Sınıf I) 

Sitokrom c 

Peroksidaz 
Maya, Bakteri 32-63 

Katalaz Peroksidaz Bakteri Mantar 150-240 

Bitki Peroksidazları 

(Sınıf II) 

Askorbat Peroksidaz 

 
Bitki 30-58 

Bitki Peroksidazları 

(Sınıf III) 

Manganaz 

Peroksidaz 
Mantar 43-49 

Ligninaz Mantar 40-43 

Peroksidaz (POD) Bitki 28-60 

1.2. Bitki Peroksidazları 

Bitki peroksidazları; katekol, katekin, klorogenik asit, luminol ve guaiakol gibi aromatik 

moleküllerin peroksit varlığında oksidasyonunu katalizler (Onsa et al. 2004). Bu 

aromatik moleküller peroksidazlar tarafından substrat olarak kullanılırken, 

metabolizmada oluĢan hidrojen peroksiti suya indirgeyerek zararsız hale dönüĢtürür 

(Kampis et al. 1984; McLellan and Robinson 1987).  

 

Perokosidazlar bitkilerde birçok hücresel süreçte rol oynar. Bu süreçler içinde bitkilerin 

geliĢimi ve strese karĢı olan cevabı da bulunmaktadır. Bitkilerde büyümenin hormonal 

düzenlenmesi, hücre duvarı metabolizması ve hücrelerin oksidasyon defansında 
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etkilidirler. Diğer taraftan, peroksidazlar biyotik ve abiyotik stresleri gösteren bir 

biyolojik belirteç olarak kabul edilmektedir (Jouili et al. 2011). 

 

Peroksidaz enzimleri bitkilerde hücre duvar proteinlerinin bağlanması (Fry 1986), 

çimlenme (Morohashi 2002), sebze ve meyvelerin yetiĢme dönemleri süresince 

indoleasetik asit miktarının ayarlanması (Agostini et al. 1997), savunma mekanizmaları 

(Bartonek-Roxa et al. 1991), lignin biyosentezi (Duarte et al. 2000), hormonal faaliyet 

(Wakamatsu and Takahama 1993) ve oksidatif stres (Hiraga et al. 2001) gibi biyolojik 

olaylarda görev alır. Ayrıca organik moleküllerin sterospesifik biyotransformasyonunda 

da kullanılır (Adam et al. 1999). Klinik tanı ve analitik uygulamalarda da tercih edilen 

enzimlerdir (Kwak et al. 1996).  

 

 

Şekil 1.1. HRP oksidasyon-redüksiyon döngüsü (Berglund et al. 2002). 

ġekil 1.1’de yaban turpu peroksidazın beĢ farklı oksidasyon durumu görülmektedir 

(Berglund et al. 2002). Redoks tepkimesi sırasında hidrojen peroksit reaksiyonu 
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baĢlatan boĢ oktahedral pozisyondaki demir atomuna bağlanır. Reaksiyonda 3 farklı ara 

bileĢen oluĢmaktadır (B-I, B-II, B-III). ġekil 1.1’de görülen bu bileĢenler ya elektrona 

bağlıdır ya da hidrojen peroksit ile reaksiyona girmiĢtir. BileĢen I’in BileĢen II’ye 

indirgenmesi ve BileĢen II’nin bekleme durumuna geçmesiyle substratların 

indirgenmesi sağlanır. Bu substratlar genellikle fenoller ve aromatik aminlerdir 

(Dunford et al. 2010). 

 

Şekil 1.2. Peroksidaz enzimlerinin substrat olarak kullandığı aromatik bileĢikler 

ġekil 1.2’de çeĢitli peroksidaz enzimlerinin substrat olarak kullandığı aromatik aminler 

ve fenol türevlerine örnekler verilmiĢtir. Bu örnekler içerisinde luminol özellikle dikkat 

çekicidir. HRP, ELISA ve Western Blot tekniklerinde sekonder antibadi olarak 

kullanılır. Bu tekniklerde, luminolün HRP tarafından 3-aminopitalata dönüĢümü sonucu 

428 nm de maksimum absorbans vermesinden yararlanılır. 
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Aynı bitki içerisinde çok sayıda farklı peroksidaz enziminin varlığı tespit edilmiĢtir. 

Farklı peroksidazların özel fonksiyonları, düĢük substrat özgüllüğü ve birçok 

izoenzimlerinin varlığı, görevleri hakkında bilgi edinmeyi zorlaĢtırır (Hiraga et al. 

2001). Bazı izozimler yapısal olarak ifade edilirken bazıları bitki yapısı ve geliĢiminde 

önemli yer tutar. Aynı bitkide bulunan farklı peroksidaz izozimleri fenolik bileĢik 

oksidasyonu (Fry 1998), hücre uzaması (Liszkay et al. 2004), reaktif oksijen türleri ve 

reaktif azot türlerinin metabolizması (Almagro et al. 2009), fitohormon metabolizması 

(Cosio and Dunand 2009), hücre duvarları bileĢenlerinin çapraz bağlanması, suberin ve 

lignin oluĢumunda görev alır (Marjamaa et al. 2009).  

 

 

Şekil 1.3. Laktoperoksidaz enziminin guaiakol substratını, guaiakolun renkli oksidasyon 

ürününe çevirme reaksiyonu (Ghada et al. 2011) 

Guaiakol substuratı peroksidaz enzimleri varlığında yükseltgenerek tetraguaiakol 

ürününe çevrilir. Bu ürünün 470 nm’de max absorbans vermesinden yararlanılarak 

peroksidaz enzimlerinin aktivite tayini bu substrat varlığında kolayca yapılabilmektedir 

(Ghada et al. 2011). 
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Şekil 1.4. Aromatik substrat varlığında peroksidaz enziminin polimer reaksiyonu 

katalizleme döngüsü (Shoda et al. 2016). 

Aromatik substratların peroksidaz enzimleri varlığında yükseltgenerek polimerleĢtiği 

genel reaksiyon mekanizması üç basamakta gerçekleĢir. ġekil 1.4’te belirtilen 

mekanizmanın ilk basamağında peroksidaz enzimi fenolden elektron kopararak serbest 

fenoksi radikalini oluĢturur. Ġki radikal, moleküler kaplink yoluyla dimerize olur. Genel 

reaksiyon olarak peroksidaz radikal oluĢturur ve enzim oluĢan daha büyük molekülü 

tanımayana kadar radikal birleĢme devam eder. Peroksidazlar çeĢitli aromatik 

bileĢiklerden dimer, trimer, tetramer, oligomer veya polimer oluĢturma kapasiteleri olan 

enzimlerdir. Aromatik bileĢiklerden sağlanan elektronlar ise enzim tarafından çeĢitli 

peroksitlere aktarılabilir. 
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1.3. Afinite Kromatografisi 

Biyokimya araĢtırmalarında ayırma teknolojisinin vazgeçilmezlerinden olan afinite 

kromatografisi, hemen hemen bütün biyomoleküllerin biyolojik fonksiyonlarını veya 

özelleĢmiĢ kimyasal yapılarını esas alarak saflaĢtırma yapmayı mümkün kılar.  

 

Afinite kromatografısi bir tür adsorbsiyon kromatografisidir. SaflaĢtırılması istenen 

molekülün, matriks adı verilen bir kolon materyaline kovalent olarak immobilize 

edilmiĢ bir komplementer bağlanma bileĢiğine (ligant) spesifik ve tersinir olarak 

bağlandığı bir tekniktir. SaflaĢtırma çoğu zaman bir kaç bin kat olur ve hazırlanan aktif 

materyalin geri kazanılması olasılığı genelde çok yüksektir. Diğer tekniklerle çok 

basamaklı iĢlemler gerektiren, çok zaman alan, hatta ayrılması mümkün olmayan birçok 

biyolojik materyalin, bu teknikle bir tek basamakta ayrımı gerçekleĢtirilir. Afinite 

kromatografisinin konsantre edici özelliği de vardır; bundan dolayı büyük hacimlerle de 

çalıĢmayı mümkün kılmaktadır. Ayrımların yüksek seçiciliği, birbirini etkileyen 

moleküllerin doğal spesifitesinden kaynaklanır (Keha ve Küfrevioğlu 2009). Bu 

sebepten dolayı afinite kromatografisi saflaĢtırma çalıĢmalarında halen önemini 

korumaktadır. Afinite kromatografi Ģu amaçlarla kullanılabilir: 

 Kompleks biyolojik karıĢımlardan tek bir maddeyi saflaĢtırmak için, 

 Bazı maddelerin denatüre olmuĢ Ģekillerinden doğal Ģekillerini ayırmak için, 

 Kirletici büyük miktarlardaki madde karıĢımlarından küçük miktardaki biyolojik 

materyalleri ayırmak için. 

BaĢarılı bir ayırım, biyospesifik ve matrikse kovalent bağlanabilecek bir ligand 

gerektirir. Afinite kromatografisi kullanılarak spesifik ve yüksek verimde bir ayrım 

yapabilmek için Ģu iki husus çok önemlidir; 

 Ġmmobilize edilen ligandın numune için spesifik bağlanma afinitesinin olması, 

 Safsızlıklar uzaklaĢtırıldıktan sonra, bağlı numunenin aktif bir Ģekilde seçimli 

desorpsiyonu için kullanılabilir bir yöntem bulunması gereklidir.  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. Bitkilerden POD Enzimi Saflaştırılması Çalışmaları 

Bitkisel kaynaklı peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırılmasında litratürde farklı 

kromatografik metotların kullanıldığı çalıĢmalar yapılmıĢ ve halen bu çalıĢmalar devam 

etmektedir. Kullanılan yöntemler arasında amonyum sülfat çöktürmesi, metal ve 

hidrofobik afinite, ultrafiltrasyon, diyaliz, jel filtrasyon kromatografisi ve iyon değiĢim 

kromatografisi gibi kromatografik adımlar bulunmaktadır. Bu metodların kullanıldığı 

birçok çalıĢmadan bir kısmı aĢağıda özetlemiĢtir. Bu çalıĢmalara örnek olarak afinite 

tekniği kullanılarak tek kademede karaturptan %10,6 verimle 40,3 kat, Ģalgamdan 

269,13 kat %9 verimle (Kalın et al. 2014), kırmızı lahanadan 120 kat %2.9 verimle 

(Somtürk et al. 2014), at turpundan 3 kromatografik kademede 291 kat %71 verimde 

(Lavery et al. 2010), rekombinant HRP 12 kat %55 verimle (Spadıut et al. 2014), 

kırmızı pancardan %84,6 verimle 15 kat (Rudrappa et al. 2007), karalahanadan POD 

enzimini üç kromatografik adımda 43805 (EÜ/mg) 33,5 kat %33 verimle (Gülçin ve 

Yıldırım 2005), vanilya çekirdeğinden iki kromatografik adımda 1563,5 (EÜ/mg) 21 kat 

%19 verimle (Marquez et al. 2008), papayadan POD enzimini üç kromatografik adımda 

68,59 (EÜ/mg) 30,22 kat %44,37 verimle (Pandey et al. 2012), hurma yapraklarından 

üç kromatografik adımda 906,2 (EÜ/mg) 17 kat %5,8 verimle (Al-Senaidy et al. 2011), 

karnabahardan POD enzimini üç kromatografik adımda 466987,9 (EÜ/mg) 19,33 kat 

%0,2 verimle (Köksal and Gülçin 2008) POD enzimi saflaĢtırılmıĢtır. Ve yine 

literatürede farklı kaynaklardan bitki peroksidazlarının saflaĢtırılmasıyla ilgili 

çalıĢmalar mevcuttur. Bunlar da; Leucaena leucocephala ağacı meyvesinden, papayadan 

(Pandey and Dwivedi 2011, Pandey et al. 2012), lahanadan (McLellan and Robinson 

1987), kırmızı pancardan (Rudrappa et al. 2007), karalahanadan (Gülçin and Yıldırım 

2005), brokoliden (Tıpawan and Barrett 2005, Köksal and Gülçin 2008), vanilya 

çekirdeğinden (Marquez et al. 2008), hurma yapraklarından (Deepa and Arumughan 

2002, Al-Senaidy et al. 2011), çilekten (Civello et al. 1995), kırmızı biberden (Martinez 

et al. 2008), marula meyvesinden (Mdluli 2005), mısırdan (Mika et al. 2008), çavdar 
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yapraklarından (Murakami et al. 2007), zeytinden (Saraiva et al. 2007; Tzika et al. 

2009), ve at turpundan (Lavery et al. 2010) örnekler vardır.  

Yapılan saflaĢtırma çalıĢmaları neticesinde peroksidaz enzimi için birçok izoenzim 

yapısı bulunmuĢtur. Farklı bitki kaynaklarından izole edilen bu izoenzimlerin; 

moleküler ağırlık, substrat spesifitesi, optimum pH, stabil sıcaklık ve fizyolojik rol gibi 

karakteristik özelliklerinin farklı olduğu belirlenmiĢtir (Tıpawan and Barrett 2005). 

Örneğin bu karakteristik özelliklerden molekül kütlesi SDS-PAGE metoduyla; at 

turpunda (Lavery et al. 2010) 37 kDa, brokoli (Tıpawan and Barrett 2005; Köksal and 

Gülçin 2008) ve domatesde (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982) 43 kDa, hurma 

yapraklarında (Deepa and Arumughan 2002) 48 kDa, vanilya çekirdeğinde (Marquez et 

al. 2008) 46,5 kDa, karalâhanada (Gülçin and Yıldırım 2005) 95 kDa, zeytinde (Tzika 

et al. 2009) 44kDa, hurma yapraklarında (Al-Senaidy et al. 2011) 55 kDa ve çilekte 

(Civello et al. 1995) 65 kDa olarak tespit edilmiĢtir. Bir diğer karakteristik özellik olan 

optimum pH değerlerinin ise 5,0-7,5 aralığında değiĢiklik gösterdiği bulunmuĢtur 

(Tıpawan and Barrett 2005).  

Peroksidaz üzerine yapılan en son saflaĢtırma yönteminde ise afinite kromotografisinde 

4-amino benzohidrazid ligand olarak kullanılmıĢtır (Kalın et al. 2014). Yapılan 

çalıĢmada Ģalgam ve karaturptan peroksidaz enziminin tek basamakta saflaĢtırılması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Karaturp için 40.3 kat saflaĢtırma ve %10,6 verime Ģalgam için ise 

269.3 kat saflaĢtırma ve %9 verime ulaĢılmıĢtır (Kalin et al. 2014). 

Literatürlerden özetle görüleceği gibi; bitki peroksidazlarının saflaĢtırma yöntemleri 

üzerine birkaç örnek hariç, en az iki kromatografik yönteme baĢvurulmuĢ ve sadece tek 

bir bitki için spesifik kullanılmıĢtır. Yine bu çalıĢmalardan görüleceği gibi saflaĢtırma 

verimleri yüzde 02 – 70 arasında değiĢmektedir. Aromatik bir hidrazin kullanılarak 

karaturp ve Ģalgam POD enziminin tek basamakta saflaĢtırılması ise sadece tek bir 

literatürde gösterilmiĢtir. Literatürde birden fazla bitki peroksidazını saflaĢtıracak ne 

yeni bir afinite jeli, ne de yeni bir ligand molekülü üzerine bir çalıĢmaya 
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rastlanılmamaktadır. Var olan çalıĢmalarda ise saflaĢtırma katsayısı ve % verim ticari 

kullanıma uygun değildir.  

2.2. Çalışmanın Amacı 

Bitki peroksidazları üzerine birçok saflaĢtırma prosedürü vardır. Daha önceki 

çalıĢmalarda 4-amino benzohidrazid peroksidaz inhibitörü olarak bulunmuĢ ve afinite 

jeli hazırlanarak enzimin saflaĢtırılması yapılmıĢtır. Bu tez kapsamında ise enzimin 

aktivitesi üzerine 4-amino benzohidrazid türevi olan: 4-amino 2-metoksi benzohidrazid, 

4-amino 3-metoksi benzohidrazid, 4-amino 2-metil benzohidrazid, 4-amino 3-metil 

benzohidrazid moleküllerinin inhibisyon kinetikleri çalıĢıldı ve inhibisyon etkisi 

gösteren benzohidrazid türevlerinden afinite jelleri hazırlandı. Afinite jellerinden 

peroksidaz enzimi karaturp ve Ģalgamdan saflaĢtırılarak önceki çalıĢmalardaki 

sonuçlarla mukayesesi yapıldı. Peroksidaz enziminin daha yüksek verimle 

saflaĢtırılması amacıyla bulunan yeni bir benzohidrazid türevi, karaturp ve Ģalgam 

peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırılmasında yeni bir yöntem olarak sunuldu ve diğer bitki 

peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırılmasına da ıĢık tutacak kapasiteye sahip olduğu 

belirlendi. Karaturp ve Ģalgam POD saflaĢtırma çalıĢmalarımızın tek basamakta ve 

uygun maliyette olması, ticari bir kullanım potansiyeli ortaya çıkardı. Bu tez 

kapsamında;  

4-Amino benzohidrazid afinite jeli kullanılarak karaturp ve Ģalgamdan peroksidaz 

enzimi saflaĢtırıldı, daha sonra saflaĢtırılan peroksidaz enzimi üzerine sentezlediğimiz 

4-amino benzohidrazid türevi 4 molekül için inhibisyon çalıĢmaları yapıldı. Bu 4 

molekülün Ki, IC50 değerleri ve inhibisyon tipleri belirlendi. Ġnhibisyon gösteren 

moleküllerin Sepharose-4B matriksi kullanılarak afinite jelleri hazırlandı. 

Hazırlanan afinite jellerinden karaturp ve Ģalgam peroksidaz enzimi saflaĢtırıldı ve daha 

önce saflaĢtırılan 4 –amino benzohidrazid afinite kolonu ile mukayese edildi. En iyi 

kolon için kolon kapasitesi parametreleri çalıĢıldı. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılacak kimyasal maddeler 

CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ Sepharose-4B, Guaiakol, Standart serum albumin, Sodyum 

asetat, N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), Diyaliz torbası, Sodyum karbonat, 

4-amino benzohidrazid, Hidrojen peroksit, Formaldehit, Sodyum tiyosülfat, Sodyum 

klorür, Glutaraldehit, N,N'-metilen bisakrilamid, Akrilamid, Coomassie brillant blue G-

250, Coomassie brillant blue R-250, Sodyum bikarbonat, Brom timol mavisi, Gliserol, 

Tirozin, Trihidroksimetilaminometan (Tris), Etanol, Metanol, Dikloro metan, Etil 

asetat, Sodyum Nitrit, %64 Hidrazin monohidrat, Sigma Chemical Company’den; 

Sodyum sülfat, Sodyum dodesilsülfat (SDS) Sodyum perklorat, Sodyum azotür, GümüĢ 

nitrat, Hidroklorik asit, Sülfirik asit, L-Tirozin, Fosforik asit, Ġzoproponal E. Merk 

AG’den; Potasyum fosfat, Sodyum hidroksit, Triklor asetik asit (TCA) Riedel de 

Haen’den; β-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN Biomedicals. inc.’den, 4-amino 2-

metil metilbenzoat, 4-amino 3-metil metilbenzoat, 4-amino 2-metoksi metilbenzoat, 4-

amino 3-metoksi metilbenzoat Fluorochem firmasından temin edilmiĢtir. 

3.1.2. Yararlanılacak alet ve cihazlar 

ÇalıĢmalar esnasında aĢağıdaki alet ve cihazlar kullanılmıĢtır. 

 

Soğutmalı santrifüj : Hermle Z 323 K(Germany) 

Spektrofotometre : Shımadzu UV 1800 

pH metre : Mettler Toledo Seven Compact 

Elektroforez tankı : Bio rad (dikey) 

Peristaltik pompa : Ġsmatec 

KarıĢtırıcı (Shaker) : IKA KS 130 basic 
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KarıĢtırıcı (Vorteks) : Fisons whirli-mixer 

Hassas terazi  : Denver Instrument 

Otomatik pipet  : Eppendorf 

Afinite kolonu : Sigma  

Çalkalayıcı  : Midi Dual 14  

Magnetik karıĢtırıcı  : WiseStir MSH-20A 

Saf su cihazı  : Barnstead Easy Pure UV/UF 

Su banyosu : Nüve 

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines) 

Ultraturaks  : Heidolph SilientCrusher M 

Güç kaynağı : 1-Bio Rad Power Pac 3000 

Derin dondurucu (-85ºC’ye kadar) : Sanyo Ultra Lo 

Rotary Evaparatör : Heidolph 

NMR : Bruker 400 MHz 

 

3.1.3. Kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

Bu tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda kullanılan çözeltilerin kullanım yerleri ve 

hazırlanıĢ biçimleri aĢağıdaki gibidir. Aksi belirtilmediği takdirde kullanılan su saf 

sudur. 

Kolon materyali sentezinde kullanılan çözeltiler: 

1. CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ Sepharose-4B’ye L-Tirozin kenetlendirilmesi 

reaksiyonunda: 0,1 M NaHCO3 (pH 9,0) tampon çözeltisi kullanıldı: 0,84 g (0,01 mol) 

NaHCO3 75 mL suda çözüldü, 1 M NaOH ile pH 9,0 oluncaya kadar titre edildi ve 

toplam hacim suyla 100 mL’ye tamamlandı. 

2. Sepharose-4B-L-Tirozin kolon materyaline 4-amino benzohidrazid türevlerinin 

kenetlendirilmesi iĢleminde: 0,2 M NaHCO3 (pH 8,8) tampon çözeltisi kullanıldı: 0,42 

g (0,005
 
mol) NaHCO3 20 mL suda çözüldü, 1 M NaOH ile pH 8,8 oluncaya kadar titre 

edildi ve toplam hacim suyla 25 mL’ye tamamlandı. 
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3. Sepharose-4B-L-Tirozin-4-amino (R1, R2) benzohidrazid afinite jellerinin yıkanması 

iĢleminde: 10 mM NaH2P04 pH 6,8 kullanıldı. 3 g (0,025 mol) NaH2PO4, 200 mL 

destile suda çözüldü. 1 M HCI ile pH 6,8'e kadar titre edildi, toplam hacim suyla 250 

mL’ye tamamlandı. 

Afinite kolonunda kullanılan çözeltiler: 

1. Afinite kolonlarının dengelenmesinde: 10 mM NaH2PO4 (pH 6,8) kullanıldı. 12 g 

(1.10
-1

 mol) NaH2PO4, 950 mL suda çözüldü. 1 M HCI ile pH 6,8'e kadar titre edildi, 

daha sonra toplam hacim suyla 1 L’ye tamamlandı. 

2. Afinite kolonlarının yıkanmasında: 25 mM NaH2PO4 (pH 6,8) tamponu kullanıldı. 

1,42 g (1.10
-2

 mol) Na2HPO4 350 mL suda çözüldü. 1 M HCI ile pH 6,8'e kadar titre 

edildi, daha sonra toplam hacim suyla 400 mL’ye tamamlandı. 

3. POD enziminin elüe edilmesinde: 1 M NaCl içeren 25 mM NaH2PO4 (pH 6,8) 

kullanıldı. 11,7 g (2.10
-1

 mol) NaCl 150 mL suda çözüldü. 1,42 g (1.10
-2

 mol) Na2HPO4 

çözeltiye ilave edilip çözünmesi sağlandı. 1 M HCI ile pH 6,8'e kadar titre edildi, daha 

sonra toplam hacim suyla 200 mL’ye tamamlandı. 

Homojenat hazırlamada kullanılan çözelti 

1. Karaturp ve Ģalgamdan homojenat elde edilmesinde: 0,3 M KH2PO4 (pH 7,0) 

tamponu kullanıldı. 8,16 g KH2P04, 160 mL suda çözüldü. 1N NaOH ile pH 7,0’e kadar 

titre edildi, daha sonra toplam hacim suyla 200 mL’ye tamamlandı. 

Aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler: 

1. POD enzimi aktivite ölçümünde: 0,1 M KH2PO4 (pH 6,0) tampon çözeltisi kullanıldı. 

2,72 g KH2P04, 160 mL suda çözüldü. 1 N  NaOH ile pH 6,0’e kadar titre edildi, daha 

sonra toplam hacim suyla 200 mL’ye tamamlandı. 

2. Substrat çözeltisi: 45 mM Guaiakol çözeltisi kullanıldı. 996 µL guaiakol alınarak son 

hacim 200 mL’ye tamamlandı. 



16 

 

 

3. Substrat çözeltisi: 22,5 mM H2O2 çözeltisi kullanıldı. Yoğunluğu 1,11 g/mL olan 

%30’luk H2O2’den 456 µL alınarak suyla 200 mL’ye tamamlandı. 

Bradford yöntemiyle protein tayini için kullanılan çözelti 

Proteinlerin kantitatif tayininde Coomassie brillant blue G-250 reaktifi kullanıldı. 200 

mg Coomassie brillant blue G-250, 100 mL %95’lik etanol içerisinde çözüldü, bu 

çözeltiye %95’lik 200 mL fosforik asit ilave edildi ve çözeltinin hacmi saf su ile son 

hacim 2 L olacak Ģekilde ayarlandı.  

Elektroforezde kullanılan çözeltiler: 

1. 1 M Tris-HCl tamponu (pH 8,8): 24,2 g (0,2 mol) Tris, 160 mL suda çözüldü. 1 M 

HCl ile pH 8,8'e ayarlanıp, toplam hacim suyla 200 mL'ye tamamlandı. 

2. 1 M Tris-HCl tamponu (pH 6,8): 24,2 g (0,2 mol) Tris, 160 mL suda çözüldü. 1 M 

HC1 ile pH 6,8'e ayarlanıp, toplam hacim suyla 200 mL'ye tamamlandı. 

3. Numune tamponu: 1,3 mL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 6 mL %10'luk SDS ve 3 mL 

%100'lük gliserin, 2 mL 0,1'lik brom timol mavisi karıĢtırılarak, son hacim su ile 20 

mL'ye tamamlanmasıyla hazırlandı. Bu tampona kullanmadan önce 1000 µL numune 

tamponunda 50 µL olacak Ģekilde β-merkaptoetanol ilave edildi. 

4. Yürütme tamponu: 3 g Tris ve 14,4 g glisin, 200 mL suda çözüldü. Daha sonra bunun 

üzerine 10 mL %10'lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 1 L'ye tamamlandı. 

Gümüş boyamada kullanılan çözeltiler 

1. Stabilizasyon çözeltisi: 240 mL su, 120 mL %96´lik etanol, 20 mL asetik asit’in 

karıĢtırılmasıyla elde edildi. 

2. Redüksiyon çözeltisi: 9,6 g sodyum asetat, 90 mL etanol ve 160 mL saf su 

karıĢtırılıp, pH 6,0´ya asetik asitle ayarlandıktan sonra 300 mg sodyum tiyosülfat, 6 mL 

glutaraldehit eklenip su ile 300 mL´ye tamamlandı. 



17 

 

 

3. Boyama çözeltisi: 200 mg gümüĢ nitrat, 300 mL suda çözülüp üzerine 60 μL 

formaldehit eklenmesiyle hazırlandı. 

4. Yıkama Çözeltisi 1: 7,5 g sodyum karbonat, 540 mL suda çözüldü ve üzerine 240 μL 

formaldehit ilave edildi. 

Substrat ile boyamada kullanılan çözelti 

Boya çözeltisi 500 µL guaiakol ve 300 µL H2O2’ nin 150 mL suda çözülmesiyle 

hazırlandı. 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Protein tayini 

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini 

Kromatografi iĢlemleri sonunda eĢit hacimde toplanan bütün fraksiyonlarda kalitatif 

protein tayini yapıldı. Bu metod protein yapısında bulunan aromatik halkaya sahip 

amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV ıĢınlarını 

absorblamaları esasına dayanmaktadır (Segel 1968). 

Kromatografik iĢlemler sonucunda elde edilen elüatlar kuvartz küvetlere konuldu. 

Spektrofotometrede, proteinin içinde bulunduğu tamponun köre karĢı absorbansları 

ölçüldü. 

3.2.1.b. Bradford protein tayin yöntemi 

Afinite kromatografisi ile saflaĢtırılan enzim çözeltisi ve homojenatlardaki protein 

konsantrasyonları Bradford metoduna göre belirlendi. Bu yöntemde boya olarak 

kullanılan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yüke sahiptir ve protein 
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üzerindeki pozitif yüke bağlanır. Boyanın kırmızı (λmax=465 nm) ve mavi (λmax=595 

nm) formu mevcuttur. Proteinin bağlanması, kırmızı formun mavi forma dönüĢümünü 

sağlar. Bu yöntemin bozucu faktörlere karĢı hassasiyeti oldukça azdır (1-100 μg arası). 

Reaksiyon yüksek oranda tekrarlanabilir ve hızlı cereyan eder, iki dakikada tamamlanır. 

Tayin iĢlemleri Ģu prosedüre göre gerçekleĢtirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden 

standart sığır albumin çözeltisinden tüplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 μL 

konuldu. Saf su ile bütün tüplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandı ve 4,9 ml Coomassie 

Brillant Blue G-250 çözeltisi ilave edilerek vorteks ile karıĢtırıldı. 10 dakika inkübe 

edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik küvetlerde köre karĢı absorbans değerleri okundu. 

Kör olarak protein numunesinin içinde bulunmadığı tampondan, ölçüm için ise 0,1 mL 

protein çözeltisi ve 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 çözeltilerinden oluĢan 

karıĢımlar kullanıldı. Elde edilen sonuçlardan absorbans değerlerine karĢılık gelen μg 

protein değerleri standart grafik haline getirildi. SaflaĢtırmanın her aĢamasında 

ortamdaki protein miktarını belirlemek için enzim numuneleri 3 ayrı tüpe sırasıyla 100, 

250 ve 500 μL alınarak üzerlerine sırasıyla 4,9, 4,75, 4,5’er mL renklendirme reaktifi 

eklendi. Vorteks ile karıĢtırıldıktan sonra 10 dakika inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 

595 nm’de absorbans değerleri okundu. Bu iĢlem 3 defa tekrarlanarak 3 ayrı ölçümün 

aritmetik ortalaması alınıp standart grafikten protein miktarları belirlendi (Bradford and 

Williams 1976). 

3.2.2. Peroksidaz aktivitesi tayini 

Peroksidaz enziminin aktivite ölçümü, ġiĢecioğlu ve arkadaĢlarının uyguladığı 

prosedüre göre spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu prosedür, H2O2 tarafından 

guaiakol kromojenik substratın yükseltgenmesi ve oluĢan renkli bileĢiğin meydana 

getirdiği absorbans artıĢının 470 nm’de izlenmesi esasına dayanır (ġekil 3.1). 
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Şekil 3.1. Guaiakol substratının yükseltgenme denklemi 

Reaksiyon enzim çözeltisinin ilavesiyle baĢlatıldı ve 3 dakika süresince oda sıcaklığında 

470 nm’de absorbans artıĢı spektrofotometrede 1 cm ıĢık yoluna sahip küvet 

kullanılarak ölçüldü. 

Peroksidaz enziminin aktivitesini belirlemek için aĢağıdaki formül kullanıldı. 

A =  ε.b.c        c = A/ε.b        V = c.Df 

A = Absorbans (3 dakika sonunda okunan absorbans) 

b = IĢığın geçtiği mesafe (1 cm) 

c = Konsantrasyon (µmol/mL) 

ε = Ekstinksiyon katsayısı ( 5000 M
-1

 x cm
-1

) 

Df = Seyreltme katsayısı 

V = Reaksiyon hızı (µmol x dak. /mL) 

 

Enzim saflaĢtırılması iĢlemlerinde substrat olarak guaiakol kullanıldığından, saflaĢtırma 

basamaklarının enzim aktivite ölçümü sonuçları için; 1 enzim ünitesi 20 
0
C’de 1 

dakikada l µmol guaiakol’ün oksidasyonunu katalizleyen enzim miktarı olarak 

tanımlanmıĢtır. 

3.3. Karaturp ve Şalgamdan Peroksidaz Enziminin Saflaştırılması Çalışmaları 

3.3.1. Ligand seçimi  

Peroksidaz enzimini saflaĢtırılması amacı ile 4-amino 2-metil metilbenzoat, 4-amino 3-

metil metilbenzoat, 4-amino 2-metoksi metilbenzoat, 4-amino 3-metoksi metilbenzoat 

maddeleri satın alındı, bu 4 molekülün hidrazin formları tarafımızca sentezlendi ve 
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inhibisyon çalıĢmaları ve ligand olarak kullanılabilirliği incelendi (ġekil 3.2). 

Sentezlenen bu moleküllerin önemi POD’un afinite kromatografisi ile 

saflaĢtırılmasından diazonyum tuzu oluĢturabilecek yapıda olmalarıdır.  

 

Şekil 3.2. Peroksidaz inhibitörü ve ligand olarak kullanılacak moleküller 

3.3.2. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin sentezlenmesi 

4-amino 2-metoksi benzohidrazid, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid, 4-amino 3-metil 

benzohidrazid, 4-amino 2-metil benzohidrazid bileĢikleri ticari olarak temin 

edilemediklerinden dolayı bu bileĢikler, metil esterleri çıkıĢ bileĢiği olarak kullanılıp, 

hidrazin sentezleri yapıldı. 
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Şekil 3.3. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin sentezlendiği genel reaksiyon Ģeması 

4-Amino benzohidrazid türevlerinin sentezleri (Hiroshi et al. 2012) yönteminde 

belirtildiği Ģekilde yapılmıĢtır. Bu kapsamda 4-amino metil benzoatlar (1, 2, 3, 4) (3 

mmol) ve (9-12 mmol) %64’lük hidrazin hidrat çözeltisi 30 ml metil alkol içerisinde 

çözüldü ve reaksiyon tamamlanıncaya kadar geri soğutucu altında ısıtıldı (Reaksiyon 

TLC ile takip edildi). Çözücü uzaklaĢtırıldı ve katı pellet etanolde çözülerek 

kristallenmeye bırakıldı. OluĢan beyaz kristaller süzgeç kağıdı yardımıyla ayrıldı. Bu 

iĢlem iki kez tekrarlandı. Böylece 4-amino benzohdirazid türevi olan 4 molekül (1a, 2a, 

3a, 4a) sentezlenmiĢ oldu ve karekterizasyonları H
1
-NMR yöntemiyle doğrulandı.  

3.3.3. İnhibitör çalışmaları 

3.3.3.a. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin enzim aktivitesi üzerine etkilerinin 

incelenmesi 

Literatürde önceden sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-4-amino benzohidrazid afinite 

jeli kullanılarak saflaĢtırılmıĢ karaturp ve Ģalgam POD enzimleri üzerine çalıĢılması 

planlanan, sentezlediğimiz 4-amino 2-metil benzohidrazid (1a), 4-amino 3-metil 

benzohidrazid (2a) 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) ve 4-amino 3-metoksi 

benzohidrazid (4a), inhibitörlerinin inhibisyon kinetiklerinin incelenmesi amacı ile sabit 

substrat (guaiakol) konsantrasyonunda ve 5 farklı inhibitör konsantrasyonunda her bir 

inhibitör için aktivite değerleri hesaplandı. Enzim aktivitesinde %50 azalmaya neden 

olan inhibitör konsantrasyonu değerleri (IC50) bulundu. Daha sonra 5 farklı substrat 

konsantrasyonuna ve 3 farklı inhibitör konsantrasyonuna denk gelen inhibisyon 

değerlerinden faydalanılarak Linewaver–Burk grafikleri çizildi ve Ki değerleri tespit 

edildi. 
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3.3.4. Sepharose-4B-L-Tirozin-(1a, 2a, 3a, 4a) afinite jellerinin hazırlanması 

Afinite jeli CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ Sepharose-4B kullanılarak hazırlandı. Bu kolon 

materyaline L-tirozin uzantı kolu kovalent olarak bağlandı, daha sonra 4-amino 2-metil 

benzohidrazid (1a), 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a) 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid (3a) ve 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) ligand olarak önceden 

hazırlanan Sepharose 4-B-L-Tirozin jel materyaline, ligandlar diazolanarak Tirozin’deki 

benzen halkasının 3 pozisyonuna kenetlendirildi. Hazırlanan afinite jelinde Sepharose 

4-B matriksi, tirozin uzantı kolunu, inhibitörler ise enzimlerin spesifik olarak bağlayan 

kısmını oluĢturmaktadır. Kullanılan inhibitörler tarafımızca sentezlenen yeni POD 

enzim inhibitörleridir.  

Afinite jeli aĢağıdaki prosedüre göre hazırlandı: 

3.3.4.a. CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B’ye tirozin takılması 

CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ Sepharose-4B, 250 mL soğuk su ile yıkanarak 0,1 M NaHCO3 

tamponu (pH 10,0) ile bir behere aktarıldı. Aynı tamponun 50 mL’sinde 70 mg tirozin 

çözülerek çözelti Sepharose 4-B ile aynı behere aktarılarak reaksiyon baĢlatıldı. 4°C’de 

2 saat süreyle manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırıldı ve 16 saat boyunca 4°C’de bekletildi. 

Bu sürenin bitiminde yıkama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile 

jel yıkandı, böylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklaĢtırıldı. Yıkama iĢlemi 

200 mL 0,2 M NaHCO3 tamponu ile (pH 8,8) tekrarlandı ve tirozin takılı jel, aynı 

tamponun 40 mL’si içine alındı. Reaksiyon mekanizması ġekil 3.4’te verilmiĢtir. 
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Şekil 3.4. CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ sepharose-4B’ye tirozin takılması reaksiyonu 

3.3.4.b. 4-Amino benzohidrazid türevlerinin (1a, 2a, 3a, 4a) Sepharose-4B-L-

Tirozin’e kenetlendirilmesi. 

4-Amino benzohidrazid türevi 4 molekülden 100’er µmol alınarak 0
o
C civarında 10 mL, 

1 M HCl içinde çözüldü ve içerisinde 20 mg NaNO2 bulunan 0
o
C’deki 5 mL çözelti, 

inhibitör çözeltisine damla damla reaksiyon çözeltisine eklendi. 10 dakikalık 

reaksiyondan sonra diazolanmıĢ bulunan inhibitörler 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin 

süspansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH 9,5’a çıkarılarak ve sabit tutularak 3 saat 

süreyle oda sıcaklığında yavaĢça karıĢtırıldı. Daha sonra 1 L saf su ve 100 mL, 10 mM 

KH2PO4 (pH 6,8) tamponuyla yıkandı, sonra da üzerine bir miktar daha aynı tampondan 

konularak saklandı (Whitney 1974).  

Hazılanan 4-amino benzohidrazid türevi afinite jelleri için reaksiyon mekanizmaları 

ġekil 3.5’te gösterildi. 
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Şekil 3.5. 4-Amino benzohidrazid türevi moleküllerin Sepharose-4B-L-Tirozin’e 

kenetlendirilmesi reaksiyonu 

3.3.5. Afinite kolonlarının paketlenmesi 

Hazırlanan jeller dengeleme tamponu (KH2PO4, pH 6,8) içine alınarak jel süspanse 

edildi ve su trombu kullanılarak vakum ile havası alındı. Süspanse edilmiĢ jel, 1x10 

cm’lik kapalı sistemden oluĢan kolona paketlendi. Jel çöktükten sonra peristaltik pompa 

yardımıyla dengeleme tamponu kullanılarak yıkandı. Kolonun dengelenmiĢ olduğunun 

anlaĢılmasında, eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarının eĢitlenmesine bakıldı. 

3.3.5.a. Afinite kolonlarına numune tatbiki ve elüsyonu 

Hazırlanan homojenatlar 10 mM fosfat (pH 6,8) tamponu ile dengelenmiĢ olan 

kolonlara tatbik edildi ve kolonlar 50 mL 25 mM fosfat (pH 6,8) çözeltisi ile yıkandı. 

Böylece karaturp ve Ģalgam peroksidaz enzimleri kolona tutunmuĢ ve diğer safsızlıklar 

uzaklaĢtırılmıĢ oldu. Sonra 1 M NaCl/25 mM Na2HPO4 (pH 6,8) tamponu tatbik 

edilerek peroksidaz enzimi elüe edildi. Elüatlar 1,5’er mL halinde tüplere alındı ve 280 
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nm’deki absorbansılarına bakıldı. Peristaltik pompa vasıtasıyla kolonun akıĢ hızı 20 

mL/saat’e ayarlandı. 

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Saflığının Belirlenmesi 

POD enzimleri her bir afinite kolonundan saflaĢtırıldıktan ve diyaliz edildikden sonra 

%3-8 kesikli sodyum dodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) 

Laemmli tarafından anlatıldığı gibi yapılarak saflaĢtırılan enzimlerin molekül ağırlıkları 

ve saflık derecesi kontrol edildi. Standart olarak molekül ağırlığı belirli olan proteinler 

kullanıldı (Laemmli 1970).  

Bu iĢlem için elektroforez plakaları önce su sonra alkol ile iyice yıkandı. Her iki 

kenarında aralık oluĢturucu bir plaka ile düz bir plaka üst üste getirilerek kıskaçlarla 

tutturuldu. SabitleĢtirilen plakalar, içerisinde sızdırmayı önleyen sünger ihtiva eden jel 

hazırlama kabinine konuldu. Ayırma ve yığma jelleri hazırlandı. 

Ayırma jeli şöyle hazırlandı: 10 mL 1 M Tris-HCl (pH 8,8), 8,8 mL %30 akrilamid-

%0,8 bisakrilamid, 0,4 mL %10 SDS, 0,26 mL %5’lik TEMED (N,N,N',N'-tetrametil 

etilen diamin) ve 6,26 mL saf su karıĢtırıldı. Bu karıĢımın üzerine 0,04 mL %10’luk 

amonyum persülfat (NH4)2S2O8 (PER) ilave edildi.  

Yığma jeli şöyle hazırlandı: 0,82 mL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,8 mL %30 akrilamid-

%0,8 bisakrilamid, 0,06 mL %10’luk SDS, 0,03 mL %5’lik TEMED ve 2,45 mL saf su 

alınarak karıĢıtırıldı. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,02 mL ilave edildi. 

Hazırlanan ayırma jeli plakalar arasına üst kesimde 0,5 cm kalıncaya kadar enjektörle 

döküldü. Hava almamasına dikkat edildi. Belli bir süre jelin donması beklendi, ayırma 

jelinin katılaĢtığından emin olunduktan sonra yığma jeli hazırlandı. Yığma jeli tarak üst 

seviyesine kadar ilave edildi. Üzerine tarak dikkatlice yerleĢtirildikten sonra jelin 

kuruması için beklendi. Daha sonra tarak dikkatlice çıkarılarak plakalar elektroforez 

tankına yerleĢtirildi. OluĢan boĢluklar iĢaretlenerek jelin üstü önce saf su, sonra da 
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yürütme tamponu ile yıkandı. Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme tamponu 

konuldu. Numuneler her birinde 10 µg protein olacak Ģekilde hazırlandı. Toplam hacim 

100 µg olacak Ģekilde 1/1 oranında numune tamponu katıldı. 3 dakika kaynar su 

banyosunda inkübe edildi. Numuneler soğutularak, elektroforeze çok ince bir enjektör 

yardımıyla uygulandı. Tank kapağı kapatılarak alt tarafından (+) kablo (anot), üstten (-) 

kablo (katot) yerleĢtirildi. Önce 90 voltta yarım saat bekletildi. Daha sonra akım 130 

volta çıkarılarak 1,5 saat oda sıcaklığında yürütüldü. Akım kesilerek, cam plakalar 

arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı. Bu yürütme tamponu tekrar kullanılmak üzere 

saklandı.  

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan çıkartılan jel 30 dakika karıĢtırıcıda tespit 

çözeltisiyle muamele edildi. Daha sonra 30 dakikada redüksiyon çözeltisiyle 

karıĢtırıcıda bekletildi. Bu süre sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yıkandı. Daha sonra 

20 dakika gümüĢ nitrat çözeltisiyle karıĢtırıcının üstünde boyandı. Bu boya kısa bir süre 

önce hazırlanıp karanlıkta bekletildi. Yıkama çözeltisiyle kısa ve çabukça yıkayıp 

siyahlaĢan sıvı döküldü. Bantlar görülünce jel karıĢtırıcının üstünde 1 ml gliserin ve 250 

ml %5´lik asetik asitten oluĢan çözeltiyle iyice yıkandı (Temel 2006). 

3.5. Afinite Kolonunun Peroksidaz Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunması  

Hazırlanan afinite jellerinin tutma kapasitesi bulunurken sıcaklık, pH ve iyonik Ģiddet 

etkileri incelendi. Kolonun kapasite tayin iĢlemi Ģu prosedüre göre gerçekleĢtirildi: 

Hazırlanan jelden 1 ml alınarak dengeleme tamponuyla dengelenmiĢ 1x10 cm’lik bir 

kolona alındı ve daha önceden peroksidaz enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlası yıkama 

tamponu ile yıkandıktan sonra bağlanmıĢ olan peroksidaz enzimleri uygun elüsyon 

tamponuyla elüe edilerek protein miktarı belirlendi. Aynı zamanda jel kurutularak 

tartıldı ve mg protein/gram-jel cinsinden peroksidaz enziminin tutma kapasitesi 

belirlendi. 
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3.5.1. Sıcaklığın kolon kapasitesine etkisi 

Peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırılması için hazırlanan kolonda, sıcaklığın kolon 

kapasitesine etkisini belirlemek amacı ile pH 6,8’de, 5, 10, 15, 20 ve 25ºC’de farklı 

sıcaklıklarda tutma kapsitesi belirlendi ve µg protein /g jel baĢına grafik edildi. 

3.5.2. pH’nın kolon kapasitesine etkisi 

Peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırılması için kolonda pH’nın bağlanmayı nasıl 

etkilediğini belirlemek amacı ile farklı pH’larda (pH’sı 6,8 ile 9,5 arasında) tamponlar 

kullanıldı. En uygun pH için sonuçlar µg protein /g jel baĢına grafik edildi. 

3.5.3. İyonik şiddetin kolon kapasitesine etkisi 

Peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırılması için optimum pH ve en uygun bağlanma 

sıcaklığında deney yapıldı. Bu deneyde iyonik Ģiddet 0,2 ile 0,5 arasında değiĢtirilerek, 

sonuçlar µg protein /g jel baĢına grafikle gösterildi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. 4-Amino Benzohidrazid Türevlerinin Sentezlenmesi 

Tez kapsamında çalıĢılması planlanan 4-amino 2-metil benzohidrazid (1a), 4-amino 3-

metil benzohidrazid (2a) 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) ve 4-amino 3-metoksi 

benzohidrazid (4a) molekülleri ticari olarak temin edilemediğinden dolayı bu 

bileĢiklerin metil esterleri kullanılarak bölüm 3.3.2’de anlatıldığı gibi hidrazin sentezleri 

yapıldı ve 
1
H-NMR’la moleküllerin karekterizasyonu doğrulandı. 

Çizelge 4.1. 4-Amino benzohidrazid türevleri sentez sonuçları 

Reaktant 1 Reaktant 2 R1/R2 mmol Ürün Süre 
% 

Verim 

4-amino 2- metil 

metil benzoat (1) 

Hidrazin 

monohidrat 
3/12 

4-amino 2-metil 

benzohidrazid (1a) 
18 saat 52 

4-amino 3- metil 

metil benzoat (2) 

Hidrazin 

monohidrat 
3/12 

4-amino 3-metoksi 

benzohidrazid (2a) 
24 saat 45 

4-amino 2-

metoksi metil 

benzoat (3) 

Hidrazin 

monohidrat 
3/9 

4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid (3a) 
12 saat 61 

4-amino 3-

metoksi metil 

benzoat (4) 

Hidrazin 

monohidrat 
3/9 

4-amino 2-metil 

benzohidrazid (4a) 
12 saat 56 

 

Ticari olarak temin edilen 4-amino 2-metil metilbenzoat (1), 4-amino 3-metil 

metilbenzoat (2), 4-amino 2-metoksi metilbenzoat (3), ve 4-amino 3-metoksi 

metilbenzoat (4) çıkıĢ molekülleri olarak kullanılarak hidrazin formları sentezlendi. 

Sonuçlar Çizelge 4.1.’de ve sentezlenen moleküllerin 
1
H-NMR (400 MHz) spektrumları 

ġekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4’te gösterildi. 
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Şekil 4.1. 4-Amino 2-metil benzohidrazid (1a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu 

4-Amino 2-metil benzohidrazid (1a) molekülü için NMR sonuçları: 

 1
H-NMR (400 MHz, DMSO): 9.00 (bs, 1H, -NH), 7.04 (d, J65 = 8.18 Hz, 1H, H6aril), 

6.34 (d, J35 = 2.12 Hz, 1H, H3aril)) 6.31 (dd, J56 = 8.20 Hz, J53 = 2.12 Hz, 1H, H5aril), 

5.29 (s, 2H, -NH2), 4.25 (bs,2H, -NH2), 2.22 (s, 3H, -CH3). 

 

 

 

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.08.09.0

ppm (t1)
8.9509.0009.0509.100

ppm (t1)
6.306.406.506.606.706.806.907.00

ppm (t1)
5.205.305.405.50

ppm (t1)
4.004.104.204.304.404.50

ppm (t1)
2.1502.2002.250

H2N

O

N
H

NH2

CH3
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Şekil 4.2. 4-Amino 3-metil benzohidrazid (2a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu 

4-Amino 3-metil benzohidrazid (2a) molekülü için NMR sonuçları: 

 1
H-NMR (400 MHz, DMSO): 9.26 (bs, 1H, -NH), 7.47(s, 1H, H2aril), 7.42 (d, J65 = 8.36 

Hz, 1H, H6aril), 6.56 (d, J56 = 8.30 Hz, 1H, H5aril), 5.36 (s, 2H, -NH2), 4.29 (s,2H, -

NH2), 2.05 (s, 3H, -CH3). 

 

 

 

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.08.09.0

ppm (t1)
9.009.109.209.309.409.50

ppm (t1)
7.4007.4507.500

ppm (t1)
6.5006.5506.600

ppm (t1)
5.205.305.405.505.605.70

ppm (t1)
4.104.204.304.404.50

ppm (t1)
2.0002.0502.1002.150

H2N

O

N
H

NH2

CH3
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Şekil 4.3. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu 

4-Amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) molekülü için NMR sonuçları: 

1
H-NMR (400 MHz, DMSO): 8.72 (bs, 1H, -NH), 7.57(d, J65 = 8.40Hz, 1H, H6aril), 6.20 

(d, J35 = 1.91 Hz, 1H, H3aril)) 6.17 (dd, J56 = 8.42 Hz, J53 = 1.96 Hz, 1H, H5aril), 5.68 

(bs, 2H, -NH2), 4.37 (bs,2H, -NH2), 3.78 (s, 3H, -OCH3). 

 

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.08.09.0

ppm (t1)
8.6008.6508.7008.7508.8008.850

ppm (t1)
7.4007.4507.5007.5507.6007.650

ppm (t1)
5.705.805.906.006.106.20

ppm (t1)
3.703.803.904.004.104.204.304.40

H2N

O

N
H

NH2

OMe
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Şekil 4.4. 4-Amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) molekülünün 400 MHz 
1
H-NMR 

spektrumu 

4-Amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) molekülü için NMR sonuçları: 

1
H-NMR (400 MHz, DMSO): 9.37 (bs, 1H, -NH), 7.30 (s,1H, H2aril), 7.27 (d, J65 = 

8.16 Hz, 1H, H6aril), 6.60 (d, J56 = 8.06 Hz, 1H, H5aril), 5.24 (s, 2H, -NH2), 4.33 (s,2H, -

NH2), 3.80(s, 3H, -OCH3). 

  

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.08.09.0

ppm (t1)
9.3009.3509.4009.450

ppm (t1)
7.2007.2507.3007.3507.4007.450

ppm (t1)
6.5006.5506.6006.6506.700

ppm (t1)
5.1005.1505.2005.2505.300

ppm (t1)
3.803.904.004.104.204.30

H2N

O

N
H

NH2
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4.2. Kantitatif Protein Tayini İçin Kullanılan Standart Grafik Hazırlanması 

4-Amino benzohidrazid türevlerinin (1a, 2a, 3a, 4a) ligand olarak kullanıldığı afinite 

jelleriyle saflaĢtırılan karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin kantitatif protein tayini 

Bradford metodu kullanılarak belirlenmiĢtir. Bu metotta ilk olarak standart grafik 

hazırlandı. Kolonlardan elde edilen enzim çözeltilerinde, homojenatta ve SDS-

PAGE’ye yüklenen protein miktarları bu yöntem kullanılarak belirlendikten sonra ġekil 

4.5’teki standart grafikten faydalanılarak hesaplandı. 

 

Şekil 4.5. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini için kullanılan standart 

grafik 

4.3. Karaturp ve Şalgam POD Enzimlerinin 4-Amino Benzohidrazid Kolonu ile 

Saflaştırılması Çalışma Sonuçları 

Tez kapsamında afinite jellerinde ligand olarak kullanılacak 4-amino benzohidrazid 

türevlerinin (1a, 2a, 3a, 4a) inhibisyon kinetiklerini belirleyebilmek için daha önceden 

literatürde bilinen 4-amino benzohidrazid molekülü ligand olarak kullanılarak karaturp 

ve Ģalgam POD enzimleri ĢaflaĢtırıldı. Karaturp ve Ģalgamdan hazırlanan 5’er mL 

homojenat, dengelenmiĢ 4-amino benzohidrazid kolonuna pipet vasıtasıyla tatbik edildi. 

y = 0,0069x + 0,0279 
R² = 0,9929 
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Yıkama iĢlemi tamamlandıktan sonra elüsyon iĢlemi yapıldı. Elüatlar kolon akıĢ hızı 40 

mL/saate ayarlanarak 1,5’er mL fraksiyonlar halinde tüplere alındı. Her bir eluatta 

aktivite ve protein tayini yapıldı. Aktivitesi yüksek olan eluatlar birleĢtirilerek, diyaliz 

edildi ve 4-amino benzohidrazid türevlerinin inhibisyon parametrelerini belirlemede 

kullanılmak üzere -20 derecede saklandı. 4-amino benzohidrazid molekülü kullanılarak 

karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için saflaĢtırma sonuçları tablo 4.2’de gösterildi. 

Çizelge 4.2. 4-Amino benzohidrazid kolonundan karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin 

saflaĢtırma sonuçları 

 
Toplam 

Hacim (mL) 

Aktivite 

(EU/mL) 

Protein 

(mg/mL) 

Spesifik 

Aktivite 

(EU/mg) 

Verim 

% 

S. 

Katsayısı 

Homojenat 

Karaturp 
5 45 0,88 51,1 100 1,0 

Afinite-

PABH 
3 2,2 0,0012 1833,3 2,9 35,9 

Homojenat 

Şalgam 
5 62 0,72 86,1 100 1,0 

Afinite-

PABH 
3 4,9 0,0008 6125 4,7 71,1 

4.4. Sentezlenen 4-Amino Benzohidrazid Türevlerinin Ki ve IC50 Değerlerinin 

Belirlenmesi 

Bu çalıĢmada sentezlenen 4-amino 2-metil benzohidrazid (1a), 4-amino 3-metil 

benzohidrazid (2a), 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) ve 4-amino 3-metoksi 

benzohidrazid (4a) moleküllerinin karaturp ve Ģalgam POD enzimleri üzerine 

inhibisyon etkileri incelendi. Guaiakol substratı doygunluğun altında alındı ve böylece 

reaksiyon hızı guaiakole bağlı olarak bulundu. Bu amaçla, sabit guaiakol 

konsantrasyonunda ve 5 farklı inhibitör konsantrasyonunda her bir inhibitör için aktivite 

değerleri hesaplandı. 3 farklı inhibitör konsantrasyonu ve 5 farklı substrat 

konsantrasyonundan ise Ki değerleri belirlendi. IC50 ve Ki deney prosedürleri karaturp 

ve Ģalgam POD enzimleri 4-amino 2-metil benzohidrazid (1a) molekülü için sırasıyla 
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Çizelge 4.3, 4.4, 4.6, 4.7’de, 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a) molekülü için Çizelge 

4.9, 4.10, 4.12, 4.13’te, 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) molekülü için Çizelge 

4.15, 4.16, 4.18, 4.19’da, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) molekülü için Çizelge 

4.21, 4.22, 4.24, 4.25’te gösterildi. %Aktivite-Konsantrasyon grafikleri çizilerek IC50 

değerleri bulundu ve Lineawear-Burk grafiklerinden Ki değerleri tespit edildi.  

IC50 ve Ki grafikleri karaturp ve Ģalgam POD enzimleri 4-amino 2-metil benzohidrazid 

(1a) molekülü için sırasıyla ġekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9’da, 4-amino 3-metil benzohidrazid 

(2a) molekülü için ġekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13’te, 4-amino 2-metoksi benzohidrazid 

(3a) molekülü için ġekil 4.14, 4.15, 4.16, 4.17’de, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid 

(4a) molekülü için ġekil 4.18, 4.19, 4.20, 4.21’de gösterildi.  

 

Belirtilen deney prosedürleriyle gerçekleĢtrilen inhibisyon çalıĢmaları sonucunda her 

molekül ve her enzim için ayrı ayrı çizilen IC50 ve Ki grafiklerinden yararlanılarak 

moleküllerin IC50 ve Ki değerleri ve inhibisyon tipleri belirlendi. Karaturp ve Ģalgam 

POD enzimleri, 4-amino 2-metil benzohidrazid (1a) molekülü için bu değerler sırasıyla 

Çizelge 4.5 ve 4.8’de, 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a) molekülü için Çizelge 4.11 

ve 4.14’te, 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) molekülü için Çizelge 4.17 ve 

4.20’de, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) molekülü için Çizelge 4.23 ve 4.26’da 

gösterildi.  
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4.4.1. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.3. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  

Ġn
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] 

m
M

 

%
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k
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0,5 1,0 1,0 0,04 0,460 0,5 1,0 1,0 0,04 0,010 0,450 0,1722 71,63 

0,5 1,0 1,0 0,06 0,440 0,5 1,0 1,0 0,06 0,010 0,430 0,2584 58,86 

0,5 1,0 1,0 0,08 0,420 0,5 1,0 1,0 0,08 0,010 0,410 0,3445 55,31 

0,5 1,0 1,0 0,10 0,400 0,5 1,0 1,0 0,10 0,010 0,380 0,4307 48,22 

0,5 1,0 1,0 0,12 0,380 0,5 1,0 1,0 0,12 0,010 0,370 0,5168 35,62 

 

Şekil 4.6. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino-2-metil 

benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Çizelge 4.4. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 
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1
/S

 

m
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 0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1 - 0,785 0,015 0,759 0,33 

 0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1 - 0,685 0,015 0,556 0,22 

[I]0 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1 - 0,585 0,015 0,431 0,16 

 0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1 - 0,485 0,015 0,386 0,13 

 0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1 - 0,385 0,015 0,344 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,06 0,74 0,2 1,0 1 0,06 0,725 0,015 1,088 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,06 0,64 0,3 1,0 1 0,06 0,625 0,015 0,863 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,06 0,54 0,4 1,0 1 0,06 0,525 0,015 0,647 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,06 0,44 0,5 1,0 1 0,06 0,425 0,015 0,568 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,06 0,34 0,6 1,0 1 0,06 0,325 0,015 0,477 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,085 0,715 0,2 1,0 1 0,085 0,700 0,015 1,485 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,085 0,615 0,3 1,0 1 0,085 0,600 0,015 1,104 0,22 

[I]2 0,4 1,0 1,0 0,085 0,515 0,4 1,0 1 0,085 0,500 0,015 0,915 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,085 0,415 0,5 1,0 1 0,085 0,400 0,015 0,736 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,085 0,315 0,6 1,0 1 0,085 0,300 0,015 0,658 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,12 0,68 0,2 1,0 1 0,12 0,665 0,015 1,759 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,12 0,58 0,3 1,0 1 0,12 0,565 0,015 1,472 0,22 

[I]3 0,4 1,0 1,0 0,12 0,48 0,4 1,0 1 0,12 0,465 0,015 1,121 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,12 0,38 0,5 1,0 1 0,12 0,365 0,015 0,915 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,12 0,28 0,6 1,0 1 0,12 0,265 0,015 0,750 0,09 
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Şekil 4.7. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.5. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü 

etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama 

Ki ± S.D. 

(µM) 

İnhibisyon tipi 

371 415 ± 86,2 

 

YarıĢmasız 
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4.4.2. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için şalgam POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.6. 4-Amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  
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0,5 1,0 1,0 0,02 0,480 0,5 1,0 1,0 0,02 0,010 0,470 0,0861 70,31 

0,5 1,0 1,0 0,03 0,470 0,5 1,0 1,0 0,03 0,010 0,460 0,1292 61,71 

0,5 1,0 1,0 0,04 0,460 0,5 1,0 1,0 0,04 0,010 0,450 0,1722 53,9 

0,5 1,0 1,0 0,05 0,450 0,5 1,0 1,0 0,05 0,010 0,440 0,2153 44,53 

0,5 1,0 1,0 0,06 0,440 0,5 1,0 1,0 0,06 0,010 0,430 0,2584 40,62 

 

 

Şekil 4.8. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-metil 

benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Çizelge 4.7. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 
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[I]0 

0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,790 0,010 0,71 0,33 

0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,690 0,010 0,641 0,22 

0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,590 0,010 0,625 0,16 

0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,490 0,010 0,588 0,13 

0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,390 0,010 0,500 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,02 0,78 0,2 1,0 1,0 0,02 0,77 0,010 0,88 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,02 0,68 0,3 1,0 1,0 0,02 0,67 0,010 0,657 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,02 0,58 0,4 1,0 1,0 0,02 0,57 0,010 0,639 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,02 0,48 0,5 1,0 1,0 0,02 0,47 0,010 0,632 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,02 0,38 0,6 1,0 1,0 0,02 0,37 0,010 0,568 0,09 

[I]2 

0,2 1,0 1,0 0,045 0,755 0,2 1,0 1,0 0,045 0,745 0,010 1,472 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,045 0,655 0,3 1,0 1,0 0,045 0,645 0,010 1,111 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,045 0,555 0,4 1,0 1,0 0,045 0,545 0,010 0,909 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,045 0,455 0,5 1,0 1,0 0,045 0,445 0,010 0,877 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,045 0,355 0,6 1,0 1,0 0,045 0,345 0,010 0,769 0,09 

[I]3 

0,2 1,0 1,0 0,06 0,74 0,2 1,0 1,0 0,06 0,73 0,010 1,705 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,06 0,64 0,3 1,0 1,0 0,06 0,63 0,010 1,162 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,06 0,54 0,4 1,0 1,0 0,06 0,53 0,010 1,063 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,06 0,44 0,5 1,0 1,0 0,06 0,43 0,010 0,943 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,06 0,34 0,6 1,0 1,0 0,06 0,33 0,010 0,819 0,09 
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Şekil 4.9. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.8. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 2-metil benzohidrazid inhibitörü 

etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama 

Ki ± S.D. 

(µM) 

İnhibisyon 

tipi 

188 92,3 ± 31,4 

 

YarıĢmalı 
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y = 100e-5,559x 
R² = 0,9905 
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4.4.3. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.9. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  
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0,5 1,0 1,0 0,15 0,350 0,5 1,0 1,0 0,15 0,010 0,340 0,0726 66,9 

0,5 1,0 1,0 0,20 0,300 0,5 1,0 1,0 0,20 0,010 0,290 0,1035 59,71 

0,5 1,0 1,0 0,26 0,240 0,5 1,0 1,0 0,26 0,010 0,230 0,1259 49,64 

0,5 1,0 1,0 0,28 0,220 0,5 1,0 1,0 0,28 0,010 0,210 0,1356 46,04 

0,5 1,0 1,0 0,30 0,200 0,5 1,0 1,0 0,30 0,010 0,190 0,1453 43,6 

 

 

Şekil 4.10. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-metil 

benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Çizelge 4.10. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 

3-metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 

Ġn
h

ib
it

ö
r 

n
o

 

 

G
u

ai
ak

o
l 

 

F
o

sf
at

 

T
am

p
o

n
u
 

H
2
O

2
 

 

Ġn
h

ib
it

ö
r 

 

S
u

 

 

G
u

ai
ak

o
l 

 

F
o

sf
at

 

T
am

p
o

n
u
 

H
2
O

2
  

Ġn
h

ib
it

ö
r 

 

S
u

 

 

P
O

D
 

 

1
/V

 (
µ

m
o

l/
 

m
L

. 
m

in
)-1

 

1
/S

 m
M

-1
 

 0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,785 0,015 0,64 0,33 

 0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,685 0,015 0,5 0,22 

[I]0 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,585 0,015 0,37 0,16 

 0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,485 0,015 0,34 0,13 

 0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,385 0,015 0,26 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,200 0,600 0,2 1,0 1,0 0,200 0,585 0,015 1,05 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,200 0,500 0,3 1,0 1,0 0,200 0,485 0,015 0,73 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,200 0,400 0,4 1,0 1,0 0,200 0,385 0,015 0,62 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,200 0,300 0,5 1,0 1,0 0,200 0,285 0,015 0,54 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,200 0,200 0,6 1,0 1,0 0,200 0,185 0,015 0,42 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,260 0,540 0,2 1,0 1,0 0,260 0,525 0,015 1,14 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,260 0,440 0,3 1,0 1,0 0,260 0,425 0,015 1,05 0,22 

[I]2 0,4 1,0 1,0 0,260 0,340 0,4 1,0 1,0 0,260 0,325 0,015 0,71 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,260 0,240 0,5 1,0 1,0 0,260 0,225 0,015 0,6 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,260 0,140 0,6 1,0 1,0 0,260 0,125 0,015 0,45 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,300 0,500 0,2 1,0 1,0 0,300 0,485 0,015 1,36 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,300 0,400 0,3 1,0 1,0 0,300 0,385 0,015 1,13 0,22 

[I]3 0,4 1,0 1,0 0,300 0,300 0,4 1,0 1,0 0,300 0,285 0,015 0,75 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,300 0,200 0,5 1,0 1,0 0,300 0,185 0,015 0,72 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,300 0,100 0,6 1,0 1,0 0,300 0,085 0,015 0,57 0,09 
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Şekil 4.11. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-

metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.11. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü 

etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama Ki 

± S.D. 

(µM) 

İnhibisyon 

tipi 

0,124 0,155 ± 0,033 YarıĢmasız 
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4.4.4. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için şalgam POD enzimi üzerine 

guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.12. 4-Amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  
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0,5 1,0 1,0 0,06 0,440 0,5 1,0 1,0 0,06 0,015 0,425 0,02906 66,66 

0,5 1,0 1,0 0,07 0,430 0,5 1,0 1,0 0,07 0,015 0,415 0,0339 55,128 

0,5 1,0 1,0 0,100 0,400 0,5 1,0 1,0 0,100 0,015 0,385 0,04843 49,35 

0,5 1,0 1,0 0,120 0,380 0,5 1,0 1,0 0,120 0,015 0,365 0,05812 43,58 

0,5 1,0 1,0 0,150 0,350 0,5 1,0 1,0 0,150 0,015 0,335 0,07265 38,46 

 

 

Şekil 4.12. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-metil 

benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 



46 

 

 

Çizelge 4.13. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-

metil benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü 

 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 

Ġn
h

ib
it

ö
r 

n
o

 

G
u

ai
ak

o
l 

 

F
o

sf
at

 

T
am

p
o

n
u
 

H
2
O

2
 

 

Ġn
h

ib
it

ö
r 

 

S
u

 

 

G
u

ai
ak

o
l 

 

F
o

sf
at

 

T
am

p
o

n
u
 

H
2
O

2
  

Ġn
h

ib
it

ö
r 

 

S
u

 

 

P
O

D
 

 

1
/V

 (
µ

m
o

l/
 

m
L

. 
m

in
)-1

 

1
/S

 

m
M

-1
 

 0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,785 0,015 1,212 0,33 

 0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,685 0,015 0,773 0,22 

[I]0 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,585 0,015 0,708 0,16 

 0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,485 0,015 0,653 0,13 

 0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,385 0,015 0,600 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,06 0,74 0,2 1,0 1,0 0,06 0,725 0,015 1,455 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,06 0,64 0,3 1,0 1,0 0,06 0,625 0,015 1,072 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,06 0,54 0,4 1,0 1,0 0,06 0,525 0,015 0,853 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,06 0,44 0,5 1,0 1,0 0,06 0,425 0,015 0,782 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,06 0,34 0,6 1,0 1,0 0,06 0,325 0,015 0,736 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,100 0,700 0,2 1,0 1,0 0,100 0,685 0,015 2,19 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,100 0,600 0,3 1,0 1,0 0,100 0,585 0,015 1,317 0,22 

[I]2 0,4 1,0 1,0 0,100 0,500 0,4 1,0 1,0 0,100 0,485 0,015 1,231 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,100 0,400 0,5 1,0 1,0 0,100 0,385 0,015 1,156 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,100 0,300 0,6 1,0 1,0 0,100 0,285 0,015 1,104 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,150 0,65 0,2 1,0 1,0 0,150 0,635 0,015 2,355 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,150 0,55 0,3 1,0 1,0 0,150 0,535 0,015 1,926 0,22 

[I]3 0,4 1,0 1,0 0,150 0,45 0,4 1,0 1,0 0,150 0,435 0,015 1,597 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,150 0,35 0,5 1,0 1,0 0,150 0,335 0,015 1,342 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,150 0,25 0,6 1,0 1,0 0,150 0,235 0,015 1,058 0,09 
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Şekil 4.13. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-

metil benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.14. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 3-metil benzohidrazid inhibitörü 

etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama Ki ± S.D. 

(µM) 
İnhibisyon tipi 

48,9 81,6 ± 28,9 YarıĢmasız 
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4.4.5. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.15. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  
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0,5 1,0 1,0 0,030 0,470 0,5 1,0 1,0 0,030 0,010 0,460 107,68 70,27 

0,5 1,0 1,0 0,050 0,450 0,5 1,0 1,0 0,050 0,010 0,440 179,46 60,54 

0,5 1,0 1,0 0,070 0,430 0,5 1,0 1,0 0,070 0,010 0,420 251,25 49,72 

0,5 1,0 1,0 0,090 0,410 0,5 1,0 1,0 0,090 0,010 0,400 323,04 43,24 

0,5 1,0 1,0 0,110 0,390 0,5 1,0 1,0 0,110 0,010 0,380 394,83 35,67 

 

 

Şekil 4.14. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Çizelge 4.16. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 

2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen deney prosedürü 

 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 
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 0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,785 0,015 0,612 0,33 

 0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,685 0,015 0,436 0,22 

[I]0 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,585 0,015 0,383 0,16 

 0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,485 0,015 0,284 0,13 

 0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,385 0,015 0,278 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,030 0,770 0,2 1,0 1,0 0,030 0,755 0,015 0,813 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,030 0,670 0,3 1,0 1,0 0,030 0,655 0,015 0,647 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,030 0,570 0,4 1,0 1,0 0,030 0,555 0,015 0,481 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,030 0,470 0,5 1,0 1,0 0,030 0,455 0,015 0,401 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,030 0,370 0,6 1,0 1,0 0,030 0,355 0,015 0,371 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,070 0,730 0,2 1,0 1,0 0,070 0,715 0,015 1,158 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,070 0,630 0,3 1,0 1,0 0,070 0,615 0,015 0,927 0,22 

[I]2 0,4 1,0 1,0 0,070 0,530 0,4 1,0 1,0 0,070 0,515 0,015 0,715 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,070 0,430 0,5 1,0 1,0 0,070 0,415 0,015 0,573 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,070 0,330 0,6 1,0 1,0 0,070 0,315 0,015 0,514 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,110 0,690 0,2 1,0 1,0 0,110 0,675 0,015 1,555 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,110 0,590 0,3 1,0 1,0 0,110 0,575 0,015 1,09 0,22 

[I]3 0,4 1,0 1,0 0,110 0,490 0,4 1,0 1,0 0,110 0,475 0,015 0,885 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,110 0,390 0,5 1,0 1,0 0,110 0,375 0,015 0,816 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,110 0,290 0,6 1,0 1,0 0,110 0,275 0,015 0,682 0,09 
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Şekil 4.15. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.17. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 2-metoksi benzohidrazid 

inhibitörü etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama Ki ± S.D. 

(µM) 
İnhibisyon tipi 

231 271,5 ± 19,9 

 

YarıĢmasız 
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4.4.6. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için şalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.18. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  
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0,5 1,0 1,0 0,020 0,480 0,5 1,0 1,0 0,020 0,010 0,470 0,00717 64,6 

0,5 1,0 1,0 0,030 0,470 0,5 1,0 1,0 0,030 0,010 0,460 0,01076 53,09 

0,5 1,0 1,0 0,035 0,465 0,5 1,0 1,0 0,035 0,010 0,455 0,01256 48,67 

0,5 1,0 1,0 0,040 0,460 0,5 1,0 1,0 0,040 0,010 0,450 0,01435 45,13 

0,5 1,0 1,0 0,050 0,450 0,5 1,0 1,0 0,050 0,010 0,440 0,01794 37,16 

 

 

 

Şekil 4.16. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Çizelge 4.19. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 
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 0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,790 0,010 0,74 0,33 

 0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,690 0,010 0,454 0,22 

[I]0 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,590 0,010 0,387 0,16 

 0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,490 0,010 0,328 0,13 

 0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,390 0,010 0,294 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,010 0,790 0,2 1,0 1,0 0,010 0,780 0,010 0,781 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,010 0,690 0,3 1,0 1,0 0,010 0,680 0,010 0,526 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,010 0,590 0,4 1,0 1,0 0,010 0,580 0,010 0,400 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,010 0,490 0,5 1,0 1,0 0,010 0,480 0,010 0,357 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,010 0,390 0,6 1,0 1,0 0,010 0,380 0,010 0,316 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,035 0,765 0,2 1,0 1,0 0,035 0,755 0,010 1,382 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,035 0,665 0,3 1,0 1,0 0,035 0,655 0,010 0,694 0,22 

[I]2 0,4 1,0 1,0 0,035 0,565 0,4 1,0 1,0 0,035 0,555 0,010 0,666 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,035 0,465 0,5 1,0 1,0 0,035 0,455 0,010 0,649 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,035 0,365 0,6 1,0 1,0 0,035 0,355 0,010 0,555 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,050 0,750 0,2 1,0 1,0 0,050 0,740 0,010 1,595 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,050 0,650 0,3 1,0 1,0 0,050 0,640 0,010 1,315 0,22 

[I]3 0,4 1,0 1,0 0,050 0,550 0,4 1,0 1,0 0,050 0,540 0,010 0,847 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,050 0,450 0,5 1,0 1,0 0,050 0,440 0,010 0,746 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,050 0,350 0,6 1,0 1,0 0,050 0,340 0,010 0,617 0,09 
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Şekil 4.17. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.20. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 2-metoksi benzohidrazid inhibitörü 

etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama Ki 

± S.D. 

(µM) 

İnhibisyon 

tipi 

12,26 17,93 ± 7,2 YarıĢmasız 
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4.4.7. 4-Amino-3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.21. 4-amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için karaturp POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  
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µ
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%
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0,5 1,0 1,0 0,010 0,490 0,5 1,0 1,0 0,010 0,010 0,480 36,814 73,33 

0,5 1,0 1,0 0,020 0,480 0,5 1,0 1,0 0,020 0,010 0,470 73,628 57,77 

0,5 1,0 1,0 0,030 0,470 0,5 1,0 1,0 0,030 0,010 0,460 110,442 46,11 

0,5 1,0 1,0 0,040 0,460 0,5 1,0 1,0 0,040 0,010 0,450 147,225 33,88 

0,5 1,0 1,0 0,050 0,450 0,5 1,0 1,0 0,050 0,010 0,440 184,07 21,66 

 

 

Şekil 4.18. Karaturp POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-

metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Çizelge 4.22. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 

3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 
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 0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,790 0,010 0,38 0,33 

 0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,690 0,010 0,294 0,22 

[I]0 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,590 0,010 0,257 0,16 

 0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,490 0,010 0,24 0,13 

 0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,390 0,010 0,196 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,010 0,790 0,2 1,0 1,0 0,010 0,780 0,010 0,459 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,010 0,690 0,3 1,0 1,0 0,010 0,680 0,010 0,423 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,010 0,590 0,4 1,0 1,0 0,010 0,580 0,010 0,324 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,010 0,490 0,5 1,0 1,0 0,010 0,480 0,010 0,304 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,010 0,390 0,6 1,0 1,0 0,010 0,380 0,010 0,232 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,025 0,775 0,2 1,0 1,0 0,025 0,765 0,010 0,628 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,025 0,675 0,3 1,0 1,0 0,025 0,665 0,010 0,625 0,22 

[I]2 0,4 1,0 1,0 0,025 0,575 0,4 1,0 1,0 0,025 0,565 0,010 0,387 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,025 0,475 0,5 1,0 1,0 0,025 0,465 0,010 0,381 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,025 0,375 0,6 1,0 1,0 0,025 0,365 0,010 0,367 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,050 0,750 0,2 1,0 1,0 0,050 0,740 0,010 1,517 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,050 0,650 0,3 1,0 1,0 0,050 0,640 0,010 1,315 0,22 

[I]3 0,4 1,0 1,0 0,050 0,550 0,4 1,0 1,0 0,050 0,540 0,010 1,162 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,050 0,450 0,5 1,0 1,0 0,050 0,440 0,010 0,925 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,050 0,350 0,6 1,0 1,0 0,050 0,340 0,010 0,769 0,09 
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Şekil 4.19. Karaturp POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-

metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.23. Karaturp POD enzimi üzerine 4-amino 3-metoksi benzohidrazid 

inhibitörü etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(µM) 

İnhibisyon 

tipi 

86,6 103,3 ± 39,2 YarıĢmasız 
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4.4.8. 4-Amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için şalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan kinetik çalışmalar 

Çizelge 4.24. 4-Amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü için Ģalgam POD enzimi 

üzerine guaiakol substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL)  
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µ
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%
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0,5 1,0 1,0 0,005 0,495 0,5 1,0 1,0 0,005 0,010 0,485 18,407 70,55 

0,5 1,0 1,0 0,01 0,490 0,5 1,0 1,0 0,01 0,010 0,480 36,814 58,33 

0,5 1,0 1,0 0,015 0,485 0,5 1,0 1,0 0,015 0,010 0,475 55,221 47,77 

0,5 1,0 1,0 0,02 0,480 0,5 1,0 1,0 0,02 0,010 0,470 73,628 30 

0,5 1,0 1,0 0,03 0,470 0,5 1,0 1,0 0,03 0,010 0,460 110,442 20,55 

 

 

Şekil 4.20. ġalgam POD enzimi için guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino-3-

metoksi benzohidrazid inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Çizelge 4.25. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-

metoksi benzohidrazid inhibitörü için deney prosedürü 

Kör Tüpü (mL) Numune Tüpü (mL) 
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m
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 0,2 1,0 1,0 - 0,8 0,2 1,0 1,0 - 0,790 0,010 0,454 0,33 

 0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,690 0,010 0,326 0,22 

[I]0 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 1,0 - 0,590 0,010 0,274 0,16 

 0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,490 0,010 0,268 0,13 

 0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 1,0 1,0 - 0,390 0,010 0,25 0,09 

[I]1 

0,2 1,0 1,0 0,005 0,795 0,2 1,0 1,0 0,005 0,785 0,010 0,705 0,33 

0,3 1,0 1,0 0,005 0,695 0,3 1,0 1,0 0,005 0,685 0,010 0,694 0,22 

0,4 1,0 1,0 0,005 0,595 0,4 1,0 1,0 0,005 0,585 0,010 0,431 0,16 

0,5 1,0 1,0 0,005 0,495 0,5 1,0 1,0 0,005 0,485 0,010 0,416 0,13 

0,6 1,0 1,0 0,005 0,395 0,6 1,0 1,0 0,005 0,385 0,010 0,4 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,015 0,785 0,2 1,0 1,0 0,015 0,775 0,010 1,305 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,015 0,685 0,3 1,0 1,0 0,015 0,675 0,010 0,912 0,22 

[I]2 0,4 1,0 1,0 0,015 0,585 0,4 1,0 1,0 0,015 0,575 0,010 0,793 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,015 0,485 0,5 1,0 1,0 0,015 0,475 0,010 0,746 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,015 0,385 0,6 1,0 1,0 0,015 0,375 0,010 0,724 0,09 

 0,2 1,0 1,0 0,030 0,770 0,2 1,0 1,0 0,030 0,760 0,010 3,208 0,33 

 0,3 1,0 1,0 0,030 0,670 0,3 1,0 1,0 0,030 0,660 0,010 2,18 0,22 

[I]3 0,4 1,0 1,0 0,030 0,570 0,4 1,0 1,0 0,030 0,560 0,010 2,17 0,16 

 0,5 1,0 1,0 0,030 0,470 0,5 1,0 1,0 0,030 0,460 0,010 1,92 0,13 

 0,6 1,0 1,0 0,030 0,370 0,6 1,0 1,0 0,030 0,360 0,010 1,61 0,09 
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Şekil 4.21. ġalgam POD enzimi üzerine guaiakol substratına bağlı olarak 4-amino 3-

metoksi benzohidrazid inhibitörü için edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.26. ġalgam POD enzimi üzerine 4-amino 3-metoksi benzohidrazid inhibitörü 

etkisi 

 

IC50 

(µM) 

Ortalama Ki 

± S.D. 

(µM) 

İnhibisyon 

tipi 

46,2 25,7 ± 6,1 YarıĢmasız 
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Çizelge 4.27. Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için moleküllerin toplu inhibisyon 

sonuçları 

İnhibitör  
Karaturp POD 

(µM) 

Şalgam POD 

(µM) 

 

IC50 371  188  

Ort. Ki ± S.D. 415 ± 86,2 92,3 ± 31,3 

Ġnhibisyon tipi YarıĢmasız YarıĢmalı 

 

IC50 0,124  48,9  

Ort. Ki ± S.D. 0,155 ± 0,032 81,66 ± 28,93 

Ġnhibisyon tipi YarıĢmasız YarıĢmasız 

 

IC50 231  12,26  

Ort. Ki ± S.D. 271,5 ± 19,9 17,9 ± 7,2 

Ġnhibisyon tipi YarıĢmasız YarıĢmasız 

 

IC50 86,6  46,2  

Ort. Ki ± S.D. 103,3 ± 39,2 25,7 ± 6,1 

Ġnhibisyon tipi YarıĢmasız YarıĢmasız 

 

4.5. Karaturp ve Şalgam POD Enzimlerinin 4-Amino benzohidrazid Türevleriyle 

Saflaştırılması Sonuçları 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri üzerine 4-amino 2-metil benzohidrazid (1a), 4-

amino 3-metil benzohidrazid (2a), 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a), 4-amino 3- 

metoksi benzohidrazid (4a) moleküllerinin inhibisyon etkileri incelendikten sonra bu 

moleküllerin ligand olarak kullanıldığı Sepharose 4-B-L-Tirozin-4-amino 3-metoksi 

benzohidrazid, Sepharose 4-B-L-Tirozin-4-amino 2-metoksi benzohidrazid, Sepharose 

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

metil benzohidrazid kolonlarının sentezi bölüm 3.3.4.b’de anlatıldığı gibi yapıldı. 
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Hazırlanan kolonlardan karaturp ve Ģalgam bitkilerinden peroksidaz enziminin 

saflaĢtırılma kademelerinde 470 nm de aktivite tayini ve Bradford metoduyla kantitatif 

protein tayini yapıldı. SaflaĢtırma kademelerinde en iyi kolon olan 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid molekülünün ligand olarak kullanıldığı kolon için elüsyon grafikleri 

ġekil 4.22 ve 4.23’te ve tüm kolonlardan saflaĢtırılan POD enzimlerinin saflaĢtırma 

sonuçları Çizelge 4.28 ve 4.29’da gösterildi. 

 

 

Şekil 4.22. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid kolonundan elüsyonu aktivite/absorbans grafiği 
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Şekil 4.23. ġalgam (Brassica rapa L.) POD enziminin 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid kolonundan elüsyonu aktivite/absorbans grafiği 

Çizelge 4.28. Afinite kolonlarından elde edilen karaturp POD enzimi için hazırlanan 

saflaĢtırma tablosu 

Karaturp POD Enzimi 
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K
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y
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ı 
4-amino 3-

metoksi 

benzohidrazid 

Homojenat 5 108 1,45 540 7,25 74,5 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
3 18,2 0,001 54,6 0,003 18200 10,1 244,3 

4-amino 2-

metoksi 

benzohidrazid 

Homojenat 5 108 1,45 540 7,25 74,5 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
4,5 40,3 0,0008 181,4 0,0036 50389 33,6 676,4 

4-amino 3-

metil 

benzohidrazid 

Homojenat 5 108 1,45 540 7,25 74,5 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
3 25,7 0,0018 77,1 0,0054 14277 14,2 191,6 

4-amino 2-

metil 

benzohidrazid 

Homojenat 5 108 1,45 540 7,25 74,5 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
3 25,2 0,0016 75,6 0,0048 15750 14,1 211,4 
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Çizelge 4.29. Afinite kolonlarından elde edilen Ģalgam POD enzimi için hazırlanan 

saflaĢtırma tablosu 

Şalgam POD Enzimi 

T
o

p
la

m
 

H
a

ci
m

 

(m
L

) 

A
k

ti
v

it
e
 

(E
U

/m
L

) 

P
ro

te
in

 

M
ik

ta
rı

 

(m
g

/m
L

) 

T
o

ta
l 

A
k

ti
v

it
e
 

(E
U

) 

T
o

ta
l 

P
ro

te
in

 

M
ik

ta
rı

 (
m

g
) 

S
. 

A
k

ti
v

it
e 

(E
U

/m
g

) 

Y
ü

zd
e
 

V
er

im
 

S
. 

K
a

ts
a

y
ıs

ı 

4-amino 3-

metoksi 

benzohidrazid 

Homojenat 5 148 1,29 740 6,45 114,7 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
1,5 60 0,0008 90 0,0012 75000 12,2 653,9 

4-amino 2-

metoksi 

benzohidrazid 

Homojenat 5 148 1,29 740 6,45 114,7 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
1,5 98,7 0,0011 148,1 0,0016 92531 20,1 806,7 

4-amino  

3-metil 

benzohidrazid 

Homojenat 5 148 1,29 740 6,45 114,7 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
1,5 50,1 0,0019 75,15 0,0028 26839 10,2 234 

4-amino  

2-metil 

benzohidrazid 

Homojenat 5 148 1,29 740 6,45 114,7 100 1,0 

Sepharose 

4B Afinite 
1,50 57,8 0,0011 86,7 0,0017 51000 11,7 444,6 

 

4.6. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuçları 

Sentezlediğimiz molekülleri kullanarak hazırladığımız Sepharose 4-B-L-Tirozin-(1a, 

2a, 3a, 4a) afinite jellerinden saflaĢtırdığımız karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin 

saflığını ve molekül ağırlıklarını belirlemek için SDS-PAGE yapıldı. Jellerin 

boyanmasında gümüĢ boyama metodu daha hassas olduğu için tercih edildi. 

SaflaĢtırılan enzimlerin SDS-PAGE fotoğrafları ġekil 4.24 ve 4.25’te gösterildi. 
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Şekil 4.24. 4-Amino 2-metil benzohidrazid, 4-amino 3-metil benzohidrazid, 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid afinite kolonlarından saflaĢtırılan karaturp 

POD enzimlerinin SDS-PAGE fotoğrafı 
*Karaturp POD enzimi (1,2,3,4) 1:4-amino 2-metil benzohidrazid kolonu, 2:4-amino 3-metil 

benzohidrazid kolonu, 3: 4-amino 2-metoksi benzohidrazid kolonu, 4: 4-amino 3-metoksi benzohidrazid 

kolonu 

 

 

Şekil 4.25. 4-Amino 2-metil benzohidrazid, 4-amino 3-metil benzohidrazid, 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid afinite kolonlarından saflaĢtırılan Ģalgam POD 

enzimlerinin SDS-PAGE fotoğrafı 
*ġalgam POD enzimi (1,2,3,4) 1:4-amino 2-metoksi benzohidrazid kolonu, 2:4-amino 3-metil 

benzohidrazid kolonu, 3: 4-amino 2-metil benzohidrazid kolonu, 4: 4-amino 3-metoksi benzohidrazid 

kolonu. 



65 

 

 

SaflaĢtırılan karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin molekül ağırlıkları, SDS-PAGE’de 

standart proteinler kullanılarak saptandı. Karaturp POD enziminin molekül ağırlığı 47 

kDA ve Ģalgam POD enziminin molekül ağırlığı 47 kDa olarak hesaplandı. ġekil 4.24 

ve 4.25’teki SDS-PAGE fotoğraflarında da görüldüğü gibi farklı kolonlardan 

saflaĢtırılan tüm enzimlerin tek bant verdiği tespit edildi. Hazırlanan afinite jellerinin, 

tek bir izoenzime mi yoksa farklı izoenzimlere de mi spesifik olduğunu belirlemek için 

4-amino 3-metoksi benzohidrazid ve 4-amino 2-metoksi benzohidrazid jellerinden 

saflaĢtırılan karaturp POD enzimleri SDS-PAGE sonrası kendi renkli substratı ile 

boyandı. ġekil 4.26’da görüldüğü gibi yine tek bant elde edildi. SaflaĢtırılan enzimin 

molekül ağırlığı 43 kDa olarak hesaplandı. 

 

Şekil 4.26. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid afinite 

kolonlarından saflaĢtırılan karaturp POD enzimlerinin SDS-PAGE substratla boyama fotoğrafı. 
*Karaturp POD enzimi (1,2) 1:4-amino 2-metoksi benzohidrazid kolonu, 2:4-amino 3-metoksi 

benzohidrazid kolonu 
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4.6.1. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid molekülü kullanılarak hazırlanan afinite 

kolonunun karaturp ve şalgam POD enzimlerini tutma kapasitesinin belirlenmesi 

4-Amino 2-metoksi benzohidrazid molekülünü ligand olarak kullanılarak hazırlanan 

afinite jelinin karaturp ve Ģalgam POD enzimlerini tutma kapasitesi değiĢik sıcaklık, pH 

ve iyonik Ģiddetlerde incelendi. Deney prosedürü bölüm 3.5’te anlatıldığı Ģekilde 

uygulandı. 

4.6.1.a. Kolon kapasitesine sıcaklığın etkisi sonuçları 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için farklı sıcaklıklarda (5, 10, 15, 20, 25, 30°C pH 

6,8 sabit) kolon tutma kapasiteleri belirlendi, sonuçlar µg protein/g jel olarak ġekil 4.27 

ve 4.28’de verildi. 

 

Şekil 4.27. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi için 

sıcaklık-kapasite grafiği 
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Şekil 4.28. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin Ģalgam POD enzimi için 

sıcaklık-kapasite grafiği 

4.6.1.b. pH’nın kolon kapasitesine etkisi sonuçları 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için pH’sı 4 ile 9 arasında değiĢen tamponlar 

kullanılarak afinite jelinin tutma kapasitesi µg protein/g jel olarak belirlendi ve sonuçlar 

ġekil 4.29 ve 4.30’da verildi. 

 

Şekil 4.29. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi için 

pH-kapasite grafiği 
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Şekil 4.30. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin Ģalgam POD enzimi için 

pH-kapasite grafiği 

4.6.1.c. İyonik şiddetin kolon kapasitesine etkisi sonuçları  

Karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin kolona bağlanması için optimum Ģartlarda (pH, 

sıcaklık sbt.) iyonik Ģiddet 0,2-0,5 M arası tuz konsantrasyonlarında deneyler 

gerçekleĢtirildi, sonuçlar µg protein/g jel baĢına grafik ġekil 4.31 ve 4.32’de verildi. 

 

 

Şekil 4.31. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi için 

iyonik Ģiddet-kapasite grafiği 
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Şekil 4.32. 4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jelinin Ģalgam POD enzimi için 

iyonik Ģiddet-kapasite grafiği 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Peroksidazlar, oksitleyici olarak hidrojen peroksit veya organik peroksitleri kullanan 

oksidoredüktaz enzim sınıfının bir grup üyesidir. Bitkisel peroksidazlar (POD veya 

POX) ise peroksidaz enzim ailesinin küçük bir bölümünü oluĢturur. Bitki peroksidazları 

birçok proseste önemli rol oynamaktadır. Bitkilerde peroksidaz enzim grupları hücre 

duvar proteinlerinin oluĢturulması (Fry 1986), çimlenme baĢlangıcı (Morohashi 2002), 

sebze ve meyvelerin yetiĢme dönemleri süresince indolasetik asit miktarının 

ayarlanması, lignin biyosentezi (Agostini et al. 1997; Duarte et al. 2000) gibi yapısal 

geliĢim faaliyetlerinde, savunma mekanizmaları (Bartonek-Roxa et al. 1991) ve 

hormonal düzenlenme (Wakamatsu and Takahama 1993) gibi devamlılık 

fonksiyonlarında önemli görevler almaktadır. POD’un organik moleküllerin 

sterospesifik biyotransformasyonunda kullanılması bir baĢka önemli fonksiyonudur 

(Adam et al. 1999; Zilbeyaz et al. 2012). Peroksidazlar ticari amaçla fenolik reçinelerin 

sentezinde katalizör olarak, gıda proseslerinde oluĢan reaktif oksijen türleri için 

indikatör olarak ve tıbbi tanı kitlerinin hazırlanmasında malzeme olarak 

kullanılmaktadır. Ayrıca peroksidaz enzimlerinin kimya, ilaç ve gıda sanayilerinde son 

yıllarda kullanım alanları dikkat çekmektedir (Kwak et al. 1996). 

Uygulama alanlarının yaygın olması ve ticari önemi olan enzimler olmaları dolayısıyla 

bitki peroksidaz enzimlerinin saf olarak eldesinin amaçlandığı saflaĢtırma 

çalıĢmalarının sayısı gün geçtikçe artmaktadır.  

Enzimlerinin afinite kromatografisi tekniği ile tek basamakta ve yüksek saflıkta 

saflaĢtırılması birçok araĢtırmacının temel hedefidir. Afinite kromatografisi bir çeĢit 

adsorbsiyon kromatografisi olup istenen molekül, matriks adı verilen bir kolon 

maddesine kovalent olarak bağlanan liganda spesifik ve tersinir bir Ģekilde tutunur ve 

seçimli bir biçimde liganttan ayrılır. BaĢarılı bir ayrım yapabilmek için öncelikle 

biyospesifik ve matrikse kovalent bağlanabilecek bir liganda ihtiyaç duyulmaktadır. 

Aynı zamanda bu ligandın numune için spesifik bağlama afinitesi olmalı ve safsızlıklar 
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uzaklaĢtırıldıktan sonra, bağlı numunenin aktif bir Ģekilde seçimli desorpsiyonu için 

kullanılabilir bir metod bulunması gerekmektedir.  

Bitkisel kaynaklı peroksidaz enzimlerinin saflaĢtırılmasında litratürde farklı 

kromatografik metotların kullanıldığı çalıĢmalar yapılmıĢ ve halen bu çalıĢmalar devam 

etmektedir. Kullanılan yöntemler arasında amonyum sülfat çöktürmesi, metal ve 

hidrofobik afinite, ultrafiltrasyon, diyaliz, jel filtrasyon kromatografisi ve iyon değiĢim 

kromatografisi gibi kromatografik yöntemler bulunmaktadır. Bu metodların kullanıldığı 

birçok çalıĢma vardır ve bir kısmı aĢağıda özetlemiĢtir. Bu çalıĢmalara örnek olarak 

Leucaena leucocephala ağacı meyvesinden, papayadan (Pandey and Dwivedi 2011; 

Pandey et al. 2012), lahanadan (McLellan and Robinson 1987), kırmızı pancardan 

(Rudrappa et al. 2007), karalâhanadan (Gülçin and Yıldırım 2005), brokoliden 

(Tıpawan and Barrett 2005; Köksal and Gülçin 2008), vanilya çekirdeğinden (Marquez. 

et al. 2008), hurma yapraklarından (Deepa and Arumughan 2002; Al-Senaidy et al. 

2011) ,kırmızı biberden (Martinez et al. 2008), marula meyvesinden (Mdluli. 2005), 

mısırdan (Mika et al. 2008), çavdar yapraklarından (Murakami et al. 2007), zeytinden 

(Saraiva et al. 2007; Tzika et al. 2009) ve at turpundan (Lavery et al. 2010) örnek 

verilebilir.  

Peroksidaz enzimleri literatürde at turpundan 3 kromatografik kademede 291 kat %71 

verimde (Lavery et al. 2010), rekombinant HRP 12 kat %55 verimle (Spadiut et al. 

2012), kırmızı pancardan, POD enzimini üç kromatografik adımda 10500 (EÜ/mg) ve 

%84,6 verimle 15 kat saflaĢtırmıĢtır (Rudrappa et al. 2007). Yine at turpundan POD 

enzimi iki kromatografik adımda 772,25 (EÜ/mg) ve 291 kat %71,3 verimle (Lavery et 

al. 2010), karalâhanadan POD enzimini üç kromatografik adımda 43805 (EÜ/mg) 33,5 

kat %33 verimle (Gülçin and Yıldırım 2005), vanilya çekirdeğinden POD enzimi iki 

kromatografik adımda 1563,5 (EÜ/mg) 21 kat %19 verimle (Marquez et al. 2008), 

papayadan POD enzimini üç kromatografik adımda 68,59 (EÜ/mg) 30,22 kat %44,37 

verimle (Pandey et al. 2012) saflaĢtırılmıĢtır. 
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Afinite kromatografisi tekniğinde PABH ligand olarak kullanılarak POD enzimi 

karaturptan %10,6 verimle 40,3 kat, Ģalgamdan ise 269,13 kat %9 verimle (Kalın et al. 

2014), kırmızı lahanadan 120 kat %2,9 verimle (Somtürk et al. 2014) saflaĢtırılması 

yapılmıĢtır. 

Bu tez çalıĢmasında ise karaturp ve Ģalgam POD enzimlerini, 4-amino benzohidrazid 

türevi molekülleri (1a, 2a, 3a, 4a) ligand olarak afinite kromatografisinde kullanarak, 

yüksek saflıkta ve verimde elde edilmesi hedeflenmiĢtir. Çizelge 3.2’de verilen bu 

türevler (1a, 2a, 3a, 4a) ticari olarak temin edilemediğinden dolayı, moleküller metil 

benzoat türevleri (1, 2, 3, 4) olarak satın alındı, hidrazin sentezleri tarafımızca yapıldı ve 

sonuçlar Çizelge 4.1’de gösterildi. Sentezi yapılan 4-amino benzohidrazid türevlerinin 

ilk olarak inhibisyon kinetikleri incelendi ve dönüĢümlü inhibisyon gösteren 

moleküllerin afinite jellerinin sentezi yapıldı. SaflaĢtırma tabloları hazırlandı ve elde 

edilen sonuçlar tartıĢıldı. 

ÇalıĢmamızın tüm basamaklarında kantitatif protein tayinleri Bradford metodu 

kullanılarak yapıldı. SaflaĢtırılan enzim çözeltisi ve hemolizattaki protein miktarları bu 

yöntemle belirlendi.  

Peroksidaz enziminin aktivite ölçümü, ġiĢecioğlu ve arkadaĢlarının uyguladığı 

prosedüre göre spektrofotometrik olarak belirlendi.  

Karaturp ve ġalgam POD enzimleri ilk olarak literatürde verildiği gibi 4-amino 

benzohidrazid molekülü ligand olarak kullanılarak karaturp POD enzimi için %2,9 

verim ve 35,9 saflaĢtırma katsayısıyla, Ģalgam POD enzimi ise %4,7 verim 71,1 kat 

saflaĢtırma katsayısıyla saflaĢtırıldı. SaflaĢtırılan bu enzimler üzerine 4-amino 2-metil 

benzohidrazid (1a), 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a), 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid (3a) ve 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) moleküllerinin inhibisyon 

kinetikleri detaylı olarak incelendi. Bu çalıĢmalarda küvetteki inhibitör 

konsantrasyonları Çizelge 4.3, 4.6, 4.9, 4.12, 4.15, 4.18, 4.21 ve 4.24’te gösterildi. 

Guaiakol substratına bağlı olarak inhibisyon etkisini incelemek amacıyla, doygun 
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olmayan guaiakol reaksiyon ortamına farklı konsantrasyonlarda inhibitör ilave edilerek 

aktivite değerleri hesaplandı. Elde edilen bu değerlerle %Aktivite-Konsantrasyon 

grafikleri çizilerek IC50 değerleri bulundu. Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için bu 

grafikler ġekil 4.6, 4.8, 4.10, 4.12, 4.14, 4.16, 4.18 ve 4.20’de gösterildi.  

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için sırasıyla IC50 değerleri 4-amino 2-metil 

benzohidrazid (1a) için; 371 µM ve 188 µM, 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a) için; 

0,124 µM ve 48,9 µM, 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) için; 231 µM ve 12,26 

µM 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) için; 86,6 µM ve 46,2 µM olarak hesaplandı. 

Tüm moleküllerin IC50 değerlerinin sonuçlarına bakıldığında POD enzimi inhibitörü 

olabileceği ortaya konuldu.  

Ġnhibisyon tiplerini belirlemek amacı ile Ki değerlerinin hesaplanması çalıĢmaları 

yapıldı. Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için 5 farklı guaiakol substrat 

konsantrasyonunda ve 3 farklı sabit inhibitör konsantrasyonunda aktivite ölçümü yapıldı 

inhibitör konsantrasyonları Çizelge 4.4, 4.7, 4.10, 4.13, 4.16, 4.19, 4.22 ve 4.25’te 

gösterildi. 4-Amino 2-metil benzohidrazid (1a), 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a), 4-

amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) ve 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) için 

Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek inhibisyon çeĢitleri ve Ki değerleri bulundu 

(Lineweaver et al. 1934). 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri üzerine denenen inhibitörlerin Ki grafikleri ġekil 

4.7, 4.9, 4.11, 4.13, 4.15, 4.17, 4.19 ve 4.21’de gösterildi. Karaturp ve Ģalgam POD 

enzimleri Ki değerleri sırasıyla 4-amino 2-metil benzohidrazid (1a) için 415 µM ve 92 

µM, 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a) 0,155 µM ve 81,7 µM, 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid (3a) için 272 µM ve 17,9 µM, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) için 

103,3 µM ve 25,7 µM olarak grafiklerden yararlanılarak hesaplandı. Böylece 

saflaĢtırmada ligand olarak kullanılacak moleküllerin detaylı kinetik parametreleri ve 

inhibisyon tipleri ilk kez tespit edilmiĢ oldu. ÇalıĢılan 4-amino benzohidrazid türevi 

moleküllerin (1a, 2a, 3a, 4a) karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin yeni inhibitörleri 
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olarak belirlendi ve inhibisyon etkisi gösteren bu moleküllerin her biri için afinite jelleri 

sentezlendi. 

CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ Sepharose-4B matriks, L-tirozin ise uzantı kolu olarak 

kullanıldı. Her bir inhibitörden 90 µmol madde alınarak Sepharose-4B-L-tirozin-(1a, 

2a, 3a, 4a) jelleri hazırlandı. Homojenatlar hazırlanan kolonlara tatbik edildi, A470 

yüksek olan eluatlar birleĢtirildi ve protein tayini yapıldı.  

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri saflaĢtırma tabloları Çizelge 4.28 ve 4.29’da 

gösterildi. Karaturp ve Ģalgam POD enzimlerini saflaĢtırmak için 4-amino 2-metil 

benzohidrazid (1a) molekülü ligand olarak kullanıldığında sırasıyla %14,1 verimle 

211,4 kat ve %11,7 verimle 444,6 kat, 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a) ile %14,2 

verimle 191,6 kat ve %10,2 verimle 234 kat, 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (3a) ile 

%33,6 verimle 676,4 kat ve %20,1 verimle 806,7 kat, 4-amino 3-metoksi benzohidrazid 

(4a) ile %10,1 verimle 244,3 kat ve %12,2 verimle 653,9 kat saflaĢtırma yapıldı. 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri literatürde afinite kromatografisi kullanılarak 

sırasıyla %10,6 verimle 40,3 kat ve %9 verimle 269,13 kat saflaĢtırılması yapılmıĢtır 

(Kalın et al. 2014). Literatürle kıyaslandığında 4-amino benzohidrazid molekülü 

halkasının 2 ve 3 pozisyonlarına metil ve metoksi grupları bağlandığında, elde edilen bu 

moleküllerin enzime olan afinitesinin arttığı saptandı. Özellikle 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid (3a) molekülü ile yapılan saflaĢtırma çalıĢmalarında karaturp POD 

enziminde %33,6 verime ve 676,4 kat ve Ģalgam POD enziminde %20,1 verime ve 

806,7 kat saflaĢtırma katsayısına ulaĢılmıĢtır. Afinite tekniği kullanılarak karaturp ve 

Ģalgam POD enzimlerini saflaĢtırmada 4-amino 2-metoksi benzohidrazid molekülünün 

ligand olarak kullanılabileceğinin oldukça önemli olduğu belirlendi ve bu çalıĢma ilk 

defa tarafımızdan gerçekleĢtirildi. 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimlerini kolon tutma kapasitesi bulunurken sıcaklık, pH ve 

iyonik Ģiddet parametreleri incelendi ve protein/gram-jel cinsinden karaturp ve Ģalgam 

POD enzimlerini tutma kapasitesi belirlendi. Kapasite tayin iĢlemlerinde en yüksek 
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verim ve saflaĢtırma katsayısına ulaĢılan kolon olan 4-amino 2-metoksi benzohidrazid 

jelinden 1 mL alınarak dengeleme tamponuyla dengelenmiĢ 1x10 cm’lik bir kolona 

alındı ve daha önceden afinite ile elde edilen karaturp ve Ģalgam POD enzimleri ile 

doyuruldu. Enzimin fazlası yıkama tamponu ile yıkandıktan sonra bağlanmıĢ olan POD 

enzimleri uygun elüsyon tamponuyla elüe edilerek protein miktarı bulundu. Jel 

kurutulup tartılarak mg protein/gram-jel cinsinden POD enzimlerini tutma kapasitesi 

belirlendi (Arslan et al. 1996). Karaturp POD enzimi için 25 °C, pH 6,8 ve 0,3 M iyonik 

Ģiddette kolon tutma kapasitesi 14 µg/g jel, Ģalgam POD enzimi için ise aynı Ģartlar 

altında 16 µg/g jel olarak tespit edildi. 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin saflaĢtırılmasında 4-amino 2-metoksi 

benzohidrazid ile hazırlanan kolondan sıcaklığın kolon kapasitesine etkisini belirlemek 

amacı ile pH 6,8’de 5, 10, 15, 20, 25 ve 30°C farklı sıcaklıklarda tutma kapasitesi 

belirlenerek (µg protein/g jel baĢına) grafik edildi. ġekil 4.27, 4.28’den görüldüğü gibi 

15°C’de karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin jele bağlanma kapasitesi maksimum ve 

sırasıyla 23 µg/g jel ve 18 µg/g jeldir. 

Karaturp ve Ģalgam POD enzimleri için 4-amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jeline 

pH’nın bağlanmayı nasıl etkilediğini belirlemek amacı ile farklı pH’larda (pH 4 ile 9 

arasında) tamponlar kullanılarak en iyi pH için sonuçlar (µg protein/gram-jel baĢına) 

ġekil 4.29 ve 4.30’da grafik edildi. Buradan 4-amino 2-metoksi benzohidrazid afinite 

jeli için karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin pH=8,0’de maksimum bağlandığı ve 

sırasıyla 24 µg/g jel ve 20 µg/g jel olarak belirlenmiĢtir. 

4-Amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jeline Karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin 

bağlanma kapasitesine iyonik Ģiddetin etkisini belirlemek amacı ile enzimin optimum 

pH ve en uygun bağlanma sıcaklığında denemeler yapıldı ve bu iyonik Ģiddet 0,2 M ile 

0,5 M arasında değiĢtirilerek, sonuçlar grafikle gösterildi. ġekil 4.31’de görüldüğü gibi 

0,35 M iyonik Ģiddet konsantrasyonunda karaturp POD enziminin 23 µg/g jel, ġekil 

4.32’de görüldüğü gibi 0,3 M iyonik Ģiddet konsantrasyonunda Ģalgam POD enziminin 

25 µg/g jel baĢına ve bağlanmanın maksimum olduğu tespit edildi.  
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SaflaĢtırılan karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin saflığını ve molekül ağırlıklarını 

belirlemek için SDS-PAGE yapıldı. ġekil 4.25’te karaturp POD enzimi için SDS-PAGE 

fotoğrafı gösterildi ve aynı enzim için molekül ağırlığı 47 kDa ve ġekil 4.26’da Ģalgam 

POD enzimi için SDS-PAGE fotoğrafı gösterildi ve molekül ağırlığı 47 kDa olarak 

hesaplandı. Karaturp POD enzimi için yapılan substrat ile boyama çalıĢması için SDS-

PAGE yapıldı, numune tamponunda denature edici ajanlar kullanılmadı ve ısıtma iĢlemi 

yapılmadı. SDS-PAGE fotoğrafı ġekil 4.27’de gösterildi. Karaturp POD enziminin 

molekül ağırlığı 43 kDa olarak hesaplandı. 

Sonuç Olarak; 

4-Amino 2-metil benzohidrazid (1a), 4-amino 3-metil benzohidrazid (2a), 4-amino 2-

metoksi benzohidrazid (3a), 4-amino 3-metoksi benzohidrazid (4a) moleküllerinin 

sentezi yapıldı ve karaturp ve Ģalgam POD enzimleri üzerine inhibisyon etkileri 

incelendi. ÇalıĢılan 4 molekülün enzimin yeni, dönüĢümlü ve etkili inhibitör olduğu 

tespit edildi ve afinite kolonunda ligand olarak kullanılma potansiyelleri ortaya konuldu. 

Bu moleküller kullanılarak afinite jelleri hazırlandı, karaturp ve Ģalgam POD enzimleri 

tek basamakta saflaĢtırıldı. Karaturp ve Ģalgam POD enzimlerinin saflaĢtırılmasında; 4-

amino 2-metoksi benzohidrazid molekülünün çalıĢtığımız moleküller içerisinde en etkili 

ligand olduğu belirlendi. Literatürde 4-amino benzohidrazid afinite yöntemiyle 40,3 kat 

saflaĢtırılan karaturp POD enzimi 676 kat, 269 kat saflaĢtırılan Ģalgam POD enzimi ise 

807 kat saflaĢtırıldı. 

Sonuçlar literatür ile kıyaslandığında saflaĢtırmada elde edilen verimlerin ve saflaĢtırma 

katsayılarının literatürde olan çalıĢmalardan çok daha yüksek olduğu görüldü. Bu 

çalıĢmada ligand olarak kullandığımız 4-amino 2-metoksi benzohidrazid molekülünün 

ucuz maliyette ve yüksek verimde karaturp ve Ģalgam POD enzimlerini saflaĢtırdığı ve 

diğer bitki peroksidazlarını da saflaĢtırmada kullanılma potansiyelinin olduğu literatüre 

kazandırıldı.  
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