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OZET

Doktora Tezi

AFINITE KROMATOGRAFISI TEKNiGIi iLE TATLI TURP (Raphanus Sativus),
JAPON TURP’U (R.sativus L. var. longipinnatus) ve KARNABAHARDAN (Brassica
oleracea) PEROKSIDAZ (POD) ENZIMININ SAFLASTIRILMASI ve
KARAKTERIZASYONU

Nastaran SADEGHIAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
BiyokimyaBilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Bu ¢alismada; Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turpu (R.sativus L. var. longipinnatus)
ve Karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden peroksidaz (POD) enzimi Sepharose-4B-
L-tirozin-4-aminobenzohidrazit afinite kromatografisi kullanilarak tek basamakta sirasiyla
%19,65 verimle 25,75 Kkat, %9,6 verimle 34,74 kat ve %9,75 verimle 21,23 kat saflastirildi.
Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’de 6l¢iildii. Enzimlerin safligin1 kontrol
etmek ve molekiil kiitlelerini belirlemek i¢in SDS-poliakrilamid jelelektroforezi yapildi ve
tek bant gozlendi. Molekiil kiitleleri tatl turp (Raphanus Sativus) POD i¢in yaklasik 62,25
kDa, japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus) POD i¢in yaklasik 62,21 kDa ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD i¢in yaklasik 57,3 kDa olarak bulundu. Enzimler
lizerinde yapilan kinetik ¢alismalar neticesinde optimum pH, optimum iyonik siddet,
optimum sicaklik, stabil pH sirasiyla tath turp (Raphanus Sativus) i¢in 6,5, 1,0 M, 35°C,
6,5, japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus) i¢in 6,5, 0,1 M, 35°C, 5,5 ve karnabahar
(Brassica oleracea) igin 6,00,1 M, 30°C, 5,5 olarak tespit edildi. Guaiakol substrati i¢in saf
enzimlerin Ky, ve Vmax degerleri hesaplandi ve tath turp (Raphanus Sativus) i¢in Ky, 0,41
MM, Vax 1,43 EU/mL, japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) i¢in Ky, 0,56 MM, Vax
1,50 EU/mL ve karnabahar (Brassica oleracea) i¢in K 0,64 MM, Via 1,95 EU/mL olarak
belirlendi. Ayrica saf peroksidaz enzimleri iizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi in vitro sartlarda ayri ayr incelendi. 4-aminobenzohidrazit inhibitori her
ti¢ bitki peroksidazi i¢inde yarismali inhibisyon gostermekte olup, tatli turp (Raphanus
Sativus) ve japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea)
icin sirasiyla 1Csq degeri 0,165, 0,283 ve 0,163 mM olarak, K; degerleri ise sirasiyla
0,1406+0,037, 0,1288+0,028 ve 0,4233+0,022 mM olarak tespit edildi.

2016, 99 sayfa

Anahtar Kelimeler: Afinite, saflastirma, karakterizasyon, peroksidaz



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE ENZYME
FROMSWEET RADISH (Raphanus Sativus), JAPANESE RADISH (R.sativus L. var.
longipinnatus) and CAULIFOWER (Brassica oleracea) BY AFFINITY
CHROMATOGRAPHY TECHNIQUE

Nastaran SADEGHIAN

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

Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

In this study, Peroxidase (POD) enzymes of sweet radish (Raphanus Sativus), japanese
radish (R.sativus L. var. longipinnatus) and cauliflower (Brassica oleracea) plants were
purified in a single step by using Sepharose-4B-Ltyrosine- 4-aminobenzohydrazide affinity
chromatography as 19.65% vyield, 25.75-fold, 9.6% vyield, 34.74-fold and 9,75% vyield,
21.23-fold, respectively. Enzyme activity was calculated spectrophotometrically procedure
at 470 nm. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was done to check the molecular
weights of enzymes and purity to determine and the recognized of single band. Molecular
masses of enzymes for POD on sweet radish (Raphanus Sativus), japanese radish (R.sativus
L. var. longipinnatus) and cauliflower (Brassica oleracea) were found to be approximately
62.25 kDa, 62.21kDa and 57.3 kDa, respectively. As a result of the kinetic tests on the POD
enzymes; optimum pH, optimum ionic strength, the optimum temperature and stable pH
were recorded as 6.5, 1 M, 35°C, 6.5 for sweet radish (Raphanus Sativus), 6.5, 0,1 M, 35°C,
5.5 for japanese radish (R.sativus L. var. longipinnatus) and 6, 0,1 M, 30°C, 5.5 for
cauliflower (Brassica oleracea). K, and Vmax Values were measured for the pure enzyme
with using guaiacol as substrate and for sweet radish (Raphanus Sativus) Ky and Vmax
values were obtained to be as 0.41 mM and 1.43 EU/mL, japanese radish (R.sativus L. var.
longipinnatus) 0.56 mM and 1.45 EU/mL and for cauliflower (Brassica oleracea) they were
determined to be as 0,64 mM and 1,95 EU/mL. 4-aminobenzohydrazide has shown
competitive inhibition on peroxidase enzymes of sweet radish (Raphanus Sativus), japanese
radish (R.sativus L. var. longipinnatus) and cauliflower (Brassica oleracea), I1Cs, values
were measured as 0.165 mM, 0.283 mM and 0.163 mM, K; values were determined as
0.1406+0.037 mM, 0.1288+0.028 and 0.4233+0.022 mM, respectively.

2016, 99 pages

Keywords: Affinity, characterization, purification, peroxidase



TESEKKUR

Doktora tezi olarak sundugum bu calismanin deneysel kismi Atatiirk Universitesi, Fen

Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Oncelikle ¢alismalarimda her zaman bana her tiirlii yardim ve destegi saglayan, bilgi ve
tecriibelerinden faydalandigim degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Hasan
OZDEMIR e, tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimin biitiin safhalarinda fakiiltemizin ve boliimiimiiziin biitiin imkanlarini
esirgemeyen dekanimiz Saym Prof. Dr. Abdulhalik KARABULUT e ve Kimya Boliim
Baskanimiz Sayin Prof. Dr. Abdullah MENZEK’e, Kimya Bolimii Biyokimya
Anabilim Dali Baskani Sayin Prof. Dr. O. Irfan KUFREVIOGLU na ve Kimya Boliimii
Biyokimya Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Sayin Prof. Dr. ilhami GULCIN’e,
Sayin Yrd. Dog. Dr. Halis SAKIROGLU’na, Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimii
ogretim iiyelerinden Sayin Dog. Dr. Melda SISECIOGLU’na,

Calismalarim esnasinda yardimlarini esirgemeyen Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyokimya Arastirma Laboratuarinda calisma arkadaslarim Sayin Ars. Gor. Ramazan
KALIN, Saym Ars. Gor. Dr. Zeynep KOKSAL ve Sayin Doktora Ogr.Yeliz DEMIR

basta olmak iizere Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢alisan biitiin arkadaslarima,

Ayrica calismalarimin tamamlanmasindaki bu Onemli siirecte, maddi ve manevi
destekleriyle her zaman yamimda olan, esim Parham TASLiMi’e ve degerli aileme

egitimimi tamamlamami sagladiklar i¢in siikkranlarimi sunarim.

Nastaran SADEGHIAN
Aralik, 2016



ICINDEKILER

OZET ..ttt i
ABSTRACT ..t i
TESEKKUR ....ooouiiiiiiiceete sttt ettt sttt bbb iii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .....cocoiiiiniiiiecssseee, vii
SEKILLER DIZINI.....coooiiieieiiicecee ettt viii
CIZELGELER DIZINI ...ooviviiiiieeecceeeeeeeeeeeee ettt Xi
| R ) 021 1T 1
1.1. Serbest Radikaller ve AntioKSIdan|ar.............ccocooeiiiiinincce e 7
1.1.1. Serbest radikaller ve etkileri............cccooiiiiiiiiiiice 7
1.1.2. ANLIOKSTAANIAN ..o 8
1.1.3. Antioksidan eNZIMIET ...t 9
1.2. Peroksidazlar (POD, E.C.L.11.1.7) oo 10
1.3. Afinite KromatografiSl ..........cooeiiiiriiiiieieieie st 14
1.3 L IMIAEITKS. .. 16
IR T I o - o BSOS 16
1.3.3. UzZantt KOIU ... 17
1.3.4. Ligand1 baglayacak jelin SEGIMI .......cccvirrieiiiiiieiicieeseeee e 18
2. KAYNAK OZETLERI ....ccoooooiiiiiiiice s 19
3. MATERYAL ve YONTEMLER............c.cccocsviiiiiieiiieeereeeeessesese s 27
3L MAALEIYAL ... e 27
3.1.1. Kullanilacak kimyasal maddeler ............cccooeriiiiiiniiiie e 27
3.1.2. Yararlanilacak alet ve cithazlar ...........cccocoeiiiiiiiiii e 27
3.1.3. Kullanilacak ¢ozeltiler ve hazirlanmast .........ccococveviiiiiiiin e, 28
3.1.3.a. Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ézeltiler.............ccccovvvennen. 28
3.1.3.b. Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler...........ccccoovviniiiiiiiiieee, 29
3.1.3.c. Homojenat hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler .............ccoovviiiiiiiininnnnn, 30
3.1.3.d. Aktivite Slgiimiinde kullanilacak ¢ozeltiler...........cccvvvveiiiieiiiii e, 30
3.1.3.e. Bradford yontemiyle protein tayini i¢in kullanilacak ¢ozeltiler.................... 30
3.1.3.f. Elektroforez i¢in kullanilacak ¢Ozeltiler ..........ccccoovviriiiiiiiiniiiieee, 31



3.1.3.g. Glimiis boyamada kullanilacak ¢Ozeltiler...........coovviiiiiiiiiniiiiiiiiceeee, 32

R I ) 117<) 111 (<) oSS 33
B0 I o (0] (=11 (1 =\ [ SRR 33
3.2.1.a. Kalitatif protein tayini .......cccecveiiieiieie et 33
3.2.1.b. Bradford protein tayin YONTEMI ........ccvveiiiiiieeiiiiisieseeee e 33
3.2.2. Peroksidaz aktiVIteST TaYINT.......cccooveiiiiiiiieieeee e 34

3.3. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turpu (R.sativus L. var. longipinnatus)

ve Karnabahar’dan (Brassica oleracea) Peroksidaz Enziminin Saflastiriimasi

O 11T 001 o USSP U P UURUPRRTRRPPN 36
3.3.1. Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmast ..........cccceovveiencrennnennn 36
3.3.1.a. CNBEr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmast: ........................ 36
3.3.1.b. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesi: ........cc.cccoiviiiiiniiic 37
3.3.1.c. Afinite kolonunun paketlenmesSi..........coviiriiiiieiine e 38
3.3.1.d. Homojenat hazirlanmasi............c.ccvviiiiieiiiiiiiesiceee e 38
3.3.1.e. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu............cccccceevieiiiiiciiiiieenn. 39
3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Ile Enzim Safliginin Belirlenmesi ............ 39
3.4.1. Ayirma jeli sOyle hazirlanacaki............cccooeiiiiiiiiiiciii e 40
3.4.2. Yigma jeli sOyle hazirlanacak ..........ccccooiviiiiiiiii e 40
3.5. Afinite Kolonunun Peroksidaz Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunmasi........ 41
3.5.1. Sicakligin kolon kapasitesine etkisi ........cccocvvvviiiiiiiiiiiiiiieee e 41
3.5.2. pH’nin kolon kapasitesine €tkisi .........ccccvvereeriiiiiiniieiee e 41
3.5.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkiSi............coeverevrvirerereririeerererenssisesesenans 42

3.6. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus)

ve Karnabahar (Brassica oleracea) Bitkilerinden Saflastirilan POD

Enziminin Karakterizasyon Caligsmalart............ccccooviiiiiiiiiienniiiiie e 42
3.6.1. Peroksidaz enzimi i¢in optimum pH ¢alismalart...........ccccoocveiiiiiiniininiennnen, 42
3.6.2. Peroksidaz enzimi i¢in optimum iyonik siddet calismalari...........cc.cceeernnnnene 42
3.6.3. Peroksidaz enzimi i¢in optimum sicaklik ¢alismalart ............cccoceeiiiiiiiinnn. 43
3.6.4. Peroksidaz enzimi i¢in stabil pH galismalart ..........ccccoooeiiiiiniiiiie, 43
3.6.5. Guaiakol i¢in Kiyve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik caligmalar .......... 43
3.6.6. Kullanilan ligand i¢in kinetik calismalar.............cccooeiiiiiiiiiiiic e, 43
4. ARASTIRMA BULGULARI ..o 45



4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullanilan Standart Grafik.............cccooeiiiiinnnnn. 45
4.2. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus)

ve Karnabahar (Brassica oleracea) Bitkilerinden POD Enziminin

Saflastirilmasi Calisma SONUCIATT ........cceevviiiiiiie i 46
4.2.1. POD enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sonuglart..................... 46
4.2.2. POD enziminin saflastirma basamaklart SOnuglart ..........c.cceevveevivernninnnnnnns 49
4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuglart ..........cccevvvveniiiiiiiinniiie e 50

4.3. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus)
ve Karnabahar (Brassica oleracea) Bitkilerinden Saflastirilan POD

Enziminin Karakterizasyon Calismalari ile ilgili Sonuglar............c.cococovevvuennnnn, 53
4.3.1.Peroksidaz enzimi i¢gin optimum pH c¢alisma sonuglart ...........ccceevvviiiiiniiinnnns 53
4.3.2. Peroksidaz enzimi i¢in optimum iyonik siddet ¢alisma sonugclart ................... 57
4.3.3. Peroksidaz enzimi i¢in optimum sicaklik ¢alisma sonuglari.........cccocceevvennenne 60
4.3.4.Peroksidaz enzimi icin stabil pH ¢alisma sonuglart ..........ccccceevieriiiiiinnieniinns 64

4.3.5. Guaiakol substrati i¢cin Ky, Ve Vax degerlerinin bulunmasina yonelik
yapilan ¢alisma SONUGIATT ......ccveiiiiiiiiic e 68

4.3.6. Kullanilan inhibitoriin K; ve I1Csp degerlerinin bulunmasi yonelik

yapilangalisma SONUGIATT .........coiiiiiiiiiiiic e 71

4.4. Amino benzohidrazitin Kolon Kapasite GrafiKIeri .............ccccocviveiveicicieenn, 82
4.4.1. Sicalik iizerine kolonun kapasite belirlenmesi ............cccocvvviiiiiiiciiiiiien, 82
4.4.2. pH iizerine kolon kapasitnin belirlenmesi ..........cccocoveviiieniiiiic i 82
4.4.3. Tyonik siddeti iizerine kolon kapasitenin belirlenmesi...............ccceveverrrennene, 83

5. TARTISMA ve SONUC ........cccooiiiiiiiiiiiii i 84
KAYNAKLAR L 95
OZGECMIS ..ottt 100

Vi



CAT
E:C
GSH-Px
GSH-RD
GSSG
GST
ICso

Ki

Km
PAGE
POD
SDS
SOD

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Katalaz

Enzim kod numarasi

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon rediiktaz

Okside glutatyon

Glutatyon S-transferaz

Maksimum hiz1 yariya diigiiren inhibitor konsantrasyonu
Enzim inhibitér kompleksinin ayrigsma sabiti
Maksimum hizin yarisina neden olan substrat derisimi
Poliakrilamid jel elektroforezi

Peroksidaz

Sodyum dodesilsiilfat

Stiperoksit dismutaz

Vil



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 3.1.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

SEKILLER DiZiNi

Enzim ile substrat arasinda anahtar-Kilit modeli ..............ccoocovvviiiniininnnie, 3
Enzim ile substrat arasinda indiiklenmis-uyum modeli...........cccccoovvvveinrnennn. 3
Peroksidaz enzimin reaksiyon mekanizmasi .........ccccovvvveriiiieniiiesiieesiiee s 12

Peroksidaz enziminin guaiakol substratini guaiakolun renkli oksidasyon
irlinlerine ¢evirme mekaniZmast.........ccocveiieeiiiiiie i 13
Afinite kromatografisinin genel prensibi (1)’de ligand matrikse kovalent

baglanmasi, (2)’de numune kolona adsorbe olup, safsizliklar akar ve

(3)’de numune ellie €dilir. ......ocouviiviiiiiiiieie e 15
Uzant1 kolunun afinite koromatografisindeki rolii ...........cccccovvvrieniiiiinennns 17
Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi..........c.ccceeviiiiiiniiiincnene 34

Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik (BSA: Bovine Serum AIDUMIN) ......cccoiiiiiiiiiiiiee e 45
4-aminobenzohidrazit kolonundan tatli turp (Raphanus Sativus) POD
enzimininafinite kromatografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 280
nm’deki absorbanslarini gosterengrafik ..........c.cccoviviiiiiiiiii 46
4-aminobenzohidrazit kolonundan japon turp (R.sativus L. var.

longipinnatus) POD enziminin afinitekromotografisi ile saflagtirma

sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarini gosteren grafik.................. 47
4-aminobenzohidrazit kolonundan karnabahar (Brassica oleracea) POD
enziminin afinite kromotografisi ile saflagtirma sirasinda eliiatlarin 280
nm’deki absorbanslarini gosteren grafik ..........cccoooviiiiiiiiie 47
4-aminobenzohidrazit kolunundan tath turp (Raphanus Sativus) POD
enzimininafinite kromotografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 470
nm’deki aktivitelerini gosterengrafik ...........cccooviiiiiiiiiii e 48
4-aminobenzohidrazit kolunundan japon turp (R.sativus L. var.

longipinnatus) POD enziminin afinitekromotografisi ile saflagtirma

sirasinda eliiatlarin 470 nm’deki aktivitelerini gosteren grafik...................... 48

viii



Sekil 4.7. 4-aminobenzohidrazit kolunundan Karnabahar (Brassica oleracea)

POD enziminin afinite kromotografisi ile saflagtirma sirasinda

eliiatlarin 470 nm’deki aktivitelerini gosteren grafik..........ccccevvivniiineninnen. 49
Sekil 4.8. Karnabahar (Brassica oleracea)POD enziminin SDS-PAGE fotografi......... 51
Sekil 4.9. 4-aminobenzohidrazit kolonundan saflastirilan Karnabahar (Brassica

oleracea) POD enziminin SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rf-logMg grafigi....51
Sekil 4.10. 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu iletath turp (Raphanus Sativus),

japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus)POD enziminin SDS-PAGE

FOLOZIATT .. 52
Sekil 4.11. Tath Turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.

longipinnatus) POD enziminin SDS-PAGE sonucu gizilen Rf-logMg

Sekil 4.12. Tath Turp (Raphanus Sativus) POD enzimi i¢in yapilan optimum
pHcalismasinin sonucuna yonelik ¢izilen Aktivite (EU/ml)-pH grafigi......54
Sekil 4.13. Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi i¢in yapilan
optimum pHcalismasinin sonucuna yonelik ¢izilen Aktivite (EU/mL)-
PH GIafifi .o 55
Sekil 4.14. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi i¢in yapilan optimum pH
calismasiin sonucuna yonelik cizilen Aktivite (EU/mL)-pH grafigi ......... 56
Sekil 4.15. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO,4 (pH:6,5) tampon ¢ozeltileri
kullanilaraktatli turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enzimi igin
cizilen Aktivite (EU/mL)-[KHPO4] (mMM) grafigi........ccccevrviererererirenennne, 58
Sekil 4.16. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO,4 (pH:6,5) tampon ¢ozeltileri
kullanilarak Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan
POD enzimi igin ¢izilen Aktivite (EU/mL)-[KH,PO,4](mM) grafigi........... 59
Sekil 4.17. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO,4 (pH:6,5) tampon ¢ozeltileri

kullanilarak Karnabahar (Brassica oleracea) saflagtirilan POD enzimi

icin ¢izilen Aktivite (EU/mL)-[KH,PO,4] (mM) grafigi......cccccevevververennnaen. 60
Sekil 4.18. Tath Turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligl icin Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (0°C) grafigi .......c.cccovevrevrverennnen. 61

Sekil 4.19. Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan POD
enziminin optimumsicakligi i¢in Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C) grafigi..63



Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.
Sekil 4.35.

Karnabahar (Brassica oleracea) saflagtirilan POD enziminin optimum
sicakligr icin Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C) grafifi ......cccovvevevevcerrerernnn. 64
Degisik pH’lardaki KH,PO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak Tatli Turp
(Raphanus Sativus) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi ............. 65
Degisik pH’lardaki KH,PO, tamponu kullanilarak Japon Turp (R.sativus

L. var. longipinnatus) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi ......... 66
Degisik pH’lardaki KH,PO, tamponu kullanilarak Karnabahar (Brassica
oleracea) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi..........ccccceevvernennnne 67
Tatli Turp (Raphanus Sativus) POD enziminin guaiakol i¢in K, ve
Vmaxdegerlerinin belirlenmesi grafigi.........ccovvviiiiiiieiinieniecseee 69
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin guaiakol

icin Ky, ve Vaxdegerlerinin belirlenmesi grafigi..........cccooeeviiiiiiiiieennnn, 70
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin guaiakol i¢in K, ve

Vmax degerlerinin belirlenmesi grafifi........cccooveviiiiiiiiiniienieniceee 71
Tathi Turp (Raphanus Sativus) POD enzimi aktivitesi i¢in 5 farkli 4-
aminobenzohidrazit inhibitorii konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-
[4-amino benzohidrazid] grafigi..........ccoovveieriiiniiisieeee e 73
Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi aktivitesi igin 5
farkli 4-aminobenzohidrazitinhibitdrii konsantrasyonunda elde edilen
%AKktivite-[4-aminobenzohidrazit] grafigi..........ccccoevriiiiiieniiniiecsens 74
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi aktivitesi i¢in 5 farkli 4-
aminobenzohidrazit inhibit6rii konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-
[4-amino benzohidrazid] grafigi..........ccocereriiiiiniiiiiece e 76
Tatli turp (Raphanus Sativus) POD enzimi {izerine 4-aminobenzohidrazit’in
inhibisyon tilirtinii gosteren grafik ...........cccoovviiiiiii 78
Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi {izerine 4-
aminobenzohidrazit’ininhibisyon tiiriinii gosteren grafik ..............cccevienn. 78
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi lizerine 4-
aminobenzohidrazit’ininhibisyon tiiriinii gdsteren grafik ...........cccocvvieenen. 81
Sicalik tizerine kolonun kapasite belirlenmesi ............cccevviiiiiiiiiicniiniens 82
pH tizerine kolon kapasitnin belirlenmesi .............ccooveviiiiiiiiiniiicnn 82
Iyonik siddeti iizerine kolon kapasitenin belirlenmesi ............ccccccoevievennene, 83



Cizelge 1.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

CIZELGELER DIiZiNi

Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar .............cccooeiiiiiiiiinnnn. 16
Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesindeki kiivet i¢erigi ..........couvvrvrrnnnnn. 35
Tatli turp (Raphanus Sativus) POD enziminin 4-aminobenzohidrazit
kolonundan saflagtirma basamaklari sonuglart ..........ccoceeiiiiiiniiiiiennnn. 50
Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin 4-
aminobenzohidrazit kolonundan saflastirma basamaklar1 sonuclari.......... 50
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin 4-aminobenzohidrazit
kolonundan saflagtirma basamaklari sonuglart ...........ccoeeeiieiiiniiiiiieennn. 50
Tatli Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var.

longipinnatus) ve Karnabahar (Brassica oleracea) PODenzimleri igin
SDS-PAGE ile molekiil kiitlesi Sonuglart ........cccccevveriiieiiiiniiieiiiie i 53
Tatli Turp (Raphanus Sativus) POD enziminin optimum pH’s1 igin 0,1
MKH,PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim

1) 01011 F: ) & RS 54
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin optimum
pH’s1i¢in 0,1 MKH,PO, tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite
OlCTM SONUGIATT ..ot 55
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin optimum pH’s1 i¢in

0,1 M KH2PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim
SONUGIATT ..t 56
Tatli Turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enziminin optimum
iyoniksiddeti i¢cin KH2PO4 (pH:6,5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak

yapilan aktivite Slgiim SONUGIAT ......occvviviiiiiiiici 57
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan POD enziminin
optimum iyonik siddetii¢in KH,PO,4 (pH:6,5) tampon ¢6zeltisi

kullanilarak yapilan aktivite 6lgim sonuglart ..........ccoovviiiiiiiiiniiien, 58

Cizelge 4.10. Karnabahar (Brassica oleracea) saflagtirilan POD enziminin

optimum iyonik siddetii¢in KH,PO,4 (pH 6,5) tampon ¢ozeltisi

kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglart ..........ccccevviiiiiiiiniieiiiene 59

Xi



Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

Cizelge 4.16.

Cizelge 4.17.

Cizelge 4.18.

Cizelge 4.19.

Cizelge 4.20.

Cizelge 4.21.

Cizelge 4.22.

Tatli Turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligt i¢in sicaklik aktivite 6l¢tim sonuglart .........ccoeveeiieiiiniiiiiieenn.
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastiritlan POD
enziminin optimum sicaklig1 i¢in sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglari........
Karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin

optimum sicakligi i¢in sicaklik aktivite 6l¢tim sonuglart.............cee.eee.
Tatli Turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enziminin stabil

pH’s1 i¢in10 mM KH,PO,4 tamponu kullanilarak yapilan aktivite

OlGTM SONUGIATT ...t
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastiritlan POD
enziminin stabil pH’s1 i¢in 10 mM KH>PO,4 tampon ¢ozeltisi
kullanilarak yapilan aktivite Slglim sonuglart .........cccoocveviviiiiiieiienienne
Karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin stabil
pH’s1 i¢cin 10 mM KH,PO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
aktivite OICUM SOMUCIATT .....uvviiiiiiiec e
Tatli Turp (Raphanus Sativus) POD enzimi i¢in Ky Ve Vmax
degerlerininbulunmasina yonelik guaiakol derisimi ve aktivite

CLZEI@EST 1.t
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi igin Ky, ve
Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik guaiakol derisimi ve aktivite
CLZEI@EST 1.t
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi igin Ky, V& Vijax
degerlerinin bulunmasina yonelik guaiakol derigimi ve aktivite
CIZEIZEST 1t
Tatli Turp (Raphanus Sativus) POD enziminin aktivitesi ilizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ¢alismalarda bulunan
inhibitdr konsantrasyonu veaktivite degerlerini gosteren ¢izelge ............
Tathi Turp (Raphanus Sativus) POD enziminin aktivitesi {izerine
4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ICsq calismasinda
kullanilan deney proSediirii...........ccerverrieiiiiiieree e
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin

aktivitesi lizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitdrii ile yapilan

xii



Cizelge 4.23.

Cizelge 4.24.

Cizelge 4.25.

Cizelge 4.26.

Cizelge 4.27.

Cizelge 4.28.

Cizelge 4.29.

caligmalarda bulunan inhibitor konsantrasyonu ve aktivite degerlerini
COSLETEN GIZEIZE ... 73
Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin aktivitesi
iizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitori ile yapilan ICs ¢alismasinda
kullanilan deney prosediirii............cooovviieiiiiiiieiineese e 74
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin aktivitesi tizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitori ile yapilan ¢alismalarda bulunan

inhibitdr konsantrasyonu ve aktivite degerlerini gosteren ¢izelge ........... 75
Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin aktivitesi iizerine

4- aminobenzohidrazit inhibitori ile yapilan ICsg ¢aligmasinda

kullanilan deney proSediifii...........ccvereeriieieeiiie e 75
Tatli turp (Raphanus Sativus) bitkisindan saflastirilan POD enzimi
iizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitoriiniin K; degerlerinin

tespitinde kullanilan deney prosediirii.............ccevirvirieiiniciienesesees 77
Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) bitkisindan saflastirilan

POD enzimi lizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitoriniin K;

degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii...........cccocvevvvrveneennnn 79
Karnabahar (Brassica oleracea) bitkisindan saflastirilan POD enzimi
iizerine 4- aminobenzohidrazit inhibitoriiniin K; degerlerinin

tespitinde kullanilan deney prosediirii...........coceviviiiiiiiiciiciiicieee 80
Tath Tturp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin
4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan kinetik ¢aligmalarin toplu

10§11 o] 1 o TR 81

Xiii



1. GIRIS

Enzimler; canli metabolizmadaki reaksiyonlar1 katalizleyen, %100 {riin verimini
saglayan ve hicbir yan iirin olusumuna olanak vermeyen protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir (Berg et al. 2013). Enzimlerin katalitik giicii diger katalizorlere gore daha
fazladir. Kimyasal reaksyonlarin hizini, kendiliginden olusan tepkimelere gore 108-
1020 kat yiikseltirler. Enzim ile katalizlenen bir reaksiyonda, enzim ile substrat bir
araya gelir ve enzim substrat kompleksini olusturur. Tepkimenin sonucunda olusan iiriin
enzimden ayrilir. Enzimler normalde kiiresel proteinler seklindedirler (62 aa-2500aa).
Enzimlerin ¢ogu etki gosterdikleri substratlardan ¢ok daha biiyliktir ve enzimin
yapisinda bulunan kii¢iikk 3-4 amino asit kalintis1 katalizleme reaksiyonuyla dogrudan
iligkilidir. Bu kiigiik kism1 iceren amino asit kalintilarin oldugu yer, substrata baglanir
ve reaksiyon aktif bolge olarak adlandirilan kisimda gergeklesir (Lehninger et al. 2005;
Altikatoglu et al. 2009). Enzimler biyolojik olarak iki gruba ayrilir:

v' Hiicreigi (Intraseliiler): Hiicrenin iginde aktivite gdsteren enzimlerdir.
v' Hicredis1 (Ekstraseliiler): Hiicrede enzim iretildikten sonra hiicre disina

salgilanarak aktivite gosterirler (Voet 2010).

Enzimler kataliz ettikleri tepkimelerin tiiriine gore alt1 biiyiikk gruba ayrilirlar (Turgut
2009).

1. Oksidorediiktazlar: Substratlarin rediiksiyonunu veya oksidasyonunu Kkatalizler.

(Oksidaz, Dehidrogenaz)

AH + B — A + BH (rediiksiyon)A + O — AO (oksidasyon)

2. Transferazlar: Bir kimyasal grubun (amin, metil, fosfat vs) bir molekiilden baskasina

aktarimi gerceklestirir. (Polimeraz)



AB+C— A +BC

3. Hidrolazlar: Hidroliz ile substrattan iki {iriiniin ¢ikmasini saglarlar. (Amilaz, lipaz,

proteaz)

AB + H,O — AOH + BH

4. Liyazlar: iki molekiiliin yeni bir molekiil olusturma tepkimesini veya tersini katalize

ederler. (Dekarboksilazlar)

RCOCOOH — RCOH + CO,

5. Izomerazlar: Bir bilesikde atomlarn en bastan diizenlenmesini katalize ederler.

(Glikoz izomeraz)

AB — BA

6. Ligazlar: Bu enzimler ATP kullanilarak iki molekiiliin birlestirilmesini saglarlar.

X+Y+ATP — XY + ADP + Pi

Organizmalarda gerekli molekiillerin yikim ve yapimi, kas kasilmasi, sindirimi, hiicre
solunumu gibi énemli islemlerde hiicre igi tepkimeler tarafindan meydana gelmekte ve

enzimlerin katalitik etkisiyle olusmaktadirlar (Keha and Kiifrevioglu 2005).

Substrat ile Enzimin baglanmasiyla ilgili iki model vardir;

1. Emil Fischer tarafindan tanimlanan anahtar-kilit modelidir. Bu model substratin

enzimin aktif kismina anahtar kilit seklinde baglanmasini agiklamaktadir.



Aktif Bolge
/ ‘ » > ‘ +
Substrat
Substrat aktif Enzim- substrat Enzim-iiriin Uriin aktif i}
Enzim bélgeye yerlesir kompleksi olusur kompleksi olusur bdlgeden gider ~ Uriin

Sekil 1.1. Enzim ile substrat arasinda anahtar-Kilit modeli

2. Daniel Koshland’in ileri siirdiigii indiiklenmis-uyum modelidir. Substrat oldugu
zaman, enzim Substrat1 kendine ¢eker. Enzim, baglandig1 substrati pargalayarak iiriine
doniistiiriir ve reaksiyon bittigi zaman, enzim hi¢ degismeden ayrilir (Nelson and Cox
2005; Megep 2006).

Substrat baglandifinda Uriinler
Zubstrat enzim seklinin degismesi ‘

f /.r’-':::if'b-ﬁlge
o PP W

Substratin enzimin Enzim, Substrast EnzimyUriin Uriinlerin enzimin aktif
aktif bdlgesine girmesi kompleksi kompleksi bdlgesinden ayrilmas:

Sekil 1.2. Enzim ile substrat arasinda indiiklenmis-uyum modeli

Substrat-enzim kompleksi olusumunu engelleyen ve enzim aktivitesini azaltan
bilesiklere “enzim inhibitorleri”, bu olaya da “enzim inhibisyonu” denir. Enzim
aktivitesine; enzim derisimi, substrat derisimi, pH, sicaklik, iyonik siddet, aktivatorler
ve inhibitorler etki eder. Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in ¢evresindeki sicaklik
degisikliginden etkilenirler. Enzimlerin en iyi aktivite gosterdigi sicakliga optimum
sicaklik denir (30-40°C). Sicaklik degisikligi ise enzimin ¢alisma hizin1 negatif etkiler
(Keha and Kiifrevioglu 2005; Berg et al. 2013).

Biyoteknoloji ¢alismalarinda enzimlerin yiiksek sicakliklarda inaktif olmalar1 biiyiik bir

sorun olusturmaktadir. Enzimlerin biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilmeleri i¢in



calisma kosullart altinda aktivitelerini korumalar1  gerekmektedir. Enzimler
immobilizasyon teknikleri, protein miihendisligi, stabilize edici katki maddeleri
kullanilarak uygulama kosullar1 altinda daha dayanikli bir yapiya getirilebilmektedir
(Altikatoglu et al. 2009).

Enzimler destek rolii oynayan materyaller (matriksler) yardimiyla suda ¢oziinmeyen
sekle getirilmelerine immobilizasyon denir. Ayrica enzimler, suda ¢6ziinmeyen iiriin
veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer seklinde katilmasiyla ve
suda ¢oziinmeyen mikro kapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler (Telefoncu
1997).

Immobilize enzimin serbest enzime ragmen iistiinliikleri;

v Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.

v Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.s.) kars1 daha dayaniklidir.

v Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme v.b.)
ve iirlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Bazi1 durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

Stirekli islemlere uygulanabilir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar ig¢in uygundur.

NN N N N RN

Enzimin kendi kendini par¢alama olasilig1 azalir (Telefoncu 1997).

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarin1 etkileyen faktorler; Sicaklik, pH, Zaman, Substrat

konsantrasyonu, Enzim konsantrasyonu ve inhibitor olarak alti grupa ayrilir.

Sicakhik: In vitro kosullarda enzim reaksiyonlar1 cogu zaman 37-40°C arasinda yapilir.

Enzimatik tepkimeler tizerinde sicakligin hiz1 dogrudan arttiginda artar.



pH: Enzimler katalitik etki yaparken c¢evrenin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli
olarak aktiviteleri degisebilmektedir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’ya

optimum pH’1 ad1 verilir (Altunkaya ve Gokmen 2011).

Zaman: Enzim tarafindan gergeklesen bir reaksiyon kosulunda reaksiyonun hizi

giderek diismektedir.

Substrat konsantrasyonu: Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyonunun hizi
belli bir seviyeye kadar substrat konsantrasyonu ile artmaktadir. Enzimin ulastig

maksimum hiza Vmax denir.

Enzim konsantrasyonu: Ortamdaki enzim molekiilii ne kadar fazlaysa tepkime o kadar

hizl1 yiirimektedir.

Inhibitor: Inhibitorler enzimatik reaksiyonlarm hizim1 azaltan maddelerdir (Lehninger

et al. 2005; Daniel et al. 2010).

Iki tip inhibisyon mevcuttur, birincisi doniisiimlii inhibisyon, ikincisi ddniisiimsiiz
inhibisyondur. Doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitor aktif merkeze kovalent olarak
baglanarak enzimi inaktif hale getirir. Dontigiimlii inhibisyonda ise inhibitér enzimle
veya enzim substrat kompleksi ile kovalent olmayan sekilde baglanir. Ug ¢esit

dontisiimlii inhibisyon tipi vardir (Lehninger et al. 2005).

Bunlar;

v Yarigmasiz inhibisyon (nonkompetitif)
v Yarismali inhibisyon (kompetitif)
v Yari yarigmali inhibisyon (unkompetitif)



Bir canlidaki parcalanma ve yapim (sentez) tepkimelerin timii enzimlerin katalitik
aktiviteleri ile gerceklestirilmektedir. Dolaysiyla enzimler canliligin devami i¢in gerekli
biyolojik materyallerdir. Enzimler temizlik madde {iretimi, gida, ilag, kimya
endiistrisinde, boya, dericilik gibi ¢esitli alanlarda, biyoteknoloji ve biyoloji gibi bilim
dallarinda, tarim, tip, veterinerlik ve tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir (Wolfgang
2004).

Enzim molekiillerinde, bir substratin baglanabilecegi aktif bolge bulunmaktadir. Fazla
oranda substrat derisiminde aktif bolgelerin tiimii substrat tarafindan doldurulurlar.
Michealis-Menten kinetigi, tersinir substrat-enzim yapisinin dagilmasi ve olugmasini
basamaklarin1 kapsayan basit reaksiyon semalar: ile tespit edilmektedir. Michaelis—
Menten grafigi ii¢c kistmdan olusur. Ik bdlgede substrat konsantrasyonu az miktarda
oldugu igin ([S]<<Kp) grafik dogrusal seklindedir. ikinci bdlgede ise oldukca gok
miktarda substrat konsantrasyonlarinda ihmal yapilmaz, o yiizden reaksiyon karigik
dereceden yiiriir. Ucgiincii bolgede ise [S]<<Ky’dir. Dolaysiyla V=V olur ve

reaksiyon sabit bir hizla yiiriir.

Enzim kinetigi reaksiyonu su sekilde belirlenir; (Menten and Michaelis 1913).

K1 K2,K3 .
E+S©ES—EI-» E+P
Michaelis-Menten formiiliisu sekilde gosterilir; (Menten and Michaelis 1913).

Vmax [S]
Km + [S]

V =
Yukaridaki Michaelis-Menten fomiiliinii tersine ¢evirip c¢arpanlarima ayirmakla

gerceklesen Lineweaver-Burk denklemi, en ¢ok kullanilan denklemlerdendir
(Lineweaver and Burk 1934).



Lineweaver-Burk denklemi;

1 K 1
—= +
V Vmax.[S] Vmax

1.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
1.1.1. Serbest radikaller ve etkileri

Bu bilesikler; yapilarinda tek sayida elektron igeren, acik elektron kabugu
konfigiirasyonuna sahip olan molekiil veya atomdur. Bunlara“Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS)",“serbest radikal”, veya "oksidan molekiiller" denir, diger bir tanimlama ile
yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom veya bilesiklerdir. Canli organizmalarda

cesitli sebeplerle pek ¢ok sekilde ROS olusabilmektedir.

Serbest radikaller; enerji kaynagi i¢in ATP’nin sentezlenmesiyle olusmaktadirlar.
Yaglar, proteinler ve Kkarbohidratlarin oksijeni ile reaksiyona girerek bu
biyomolekiillerinin yapisini bozarlar (Cakatay ve Kayali 2006; Giilgin 2012; Giilgin and
Beydemir 2013).

Genelde ROS’lar baz1 enzim sistemleri (katalaz ve siliperoksit dismutaz) ve suda
¢oziinebilen bazi protein yapisinda olmayan molekiiller (tokoferol ve iirik asit)

tarafindan durdurulur (Lichtenthaler et al. 2003).

Serbest radikaller genel metabolik reaksiyonlar sirasinda olusmasinin yani sira, baska
etkenler sonucunda da meydana gelebilir. Bu olusan etkenler arasinda ¢ogu kimya
sanayinin gelismesi ile farkli yerlerde kullanilan pestisitler, herbisit, petrokimya iiriinleri
ve ¢oziiciiler sayilabilir. Bu iiriinler bagisiklik sistemine ve somatik hiicrelere saldiran

serbest radikallerin olusumunu artirarak saglik sorunlaria sebeb olur (Temur 2006).



1.1.2. Antioksidanlar

Antioksidan bilesikler, serbest radikallerin bitkilere zarar veren molekiillere karsi
koruyucu ve bunun yani sira lipit peroksidasyonunun hizimi azaltici veya tamamen

engelleyici seviyede etki etmektedir (Giilgin et al. 2005; Giilgin 2008).

Sanayide dogal olan antioksidanlar sentetik yapilan antioksidanlara tercih edilir.
Bitkilerde mevcut olan fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellige sahip olmasi; serbest
radikallerin kaldirilmasi, metal iyonlarla bazi bilesikleri olusturulmasiyla iliskili oldugu
tespit edilmistir (Giilgin et al. 2005, 2006). Onun igin uzun siireligine gidalarin tat ve
koku gibi 6zelliklerini artirmak nedeniyle katki maddesi olarak gidalara dogal aromatik

bitkilerin ve baharat katilmas1 6nem kazanmaktadir (Elmastas et al. 2005).

Endiistriyel ¢alismalarda gida maddelerinin depolanma ve stabilite 6zelliklerini artirmak
icin cogunlukla BHT, BHA ve PG (Oztaskin et al. 2015) gibi sentetik yapilmis
antioksidanlar kullanilmaktadir. Ayrica, antioksidan i¢in kullanilan molekiilerin
muhtemel toksisiteleri sebebiyle, son zamanlarda ilgili dogal antioksidan bilesikler

tizerine yogunlasilmistir (Bera et al. 2006).

Antioksidanlar ekzojen ve endojen olmak iizere iki farkli gruba ayrilmaktadir. Endojen
antioksidanlar, hasarli atomlar1 kaldiric1 fosfolipaz ve proteaz gibi enzimler, katalaz
(CAT), stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, ferritin ve transferrin gibi
baz1 metal baglayic1 proteinler, lirik asit gibi kiiciik molekiiller ve glutatyon gibi
bilesiklerdir. Ekzojen antioksidanlar ise sentetik ve dogal antioksidanlar olmak {izere iki
gruba ayrilmaktadir. Bu endojen antioksidanlarin hepsi zararli olan reaktif tiirleri
gidererek ROS’nin zararh tesirlerinden metabolizmay1 korumaktadirlar (Annakkaya

2012).



1.1.3. Antioksidan enzimler

Antioksidan enzimler, canlilarda hiicrelere zarar veren reaktif {irtinleri (Serbest
radikaller) etkin bir forma doniistiirerek ¢ok az toksisiteli veya toksik 6zelligi olmayan
rtinler olustururlar. Boylece organizma aktif oksijen ve serbest radikal tiirlerinden
etkilenmis olur. Ayrica reaktif bilesiklerin (reaktif oksijen tiirleri vb.) oldugu
durumlarda, saglikli bir hayat i¢in antioksidan enzimleri 6nemli kilarlar (Sroka and
Cisowski 2003; Xu et al. 2014).

Antioksidan enzimler; katalaz, stperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi dort grupta olan enzimler serbest radikalleri kaldirarak
savunma sisteminde primer olarak gorev yaparlar (Jariteh et al. 2015; Kiani-Pouya
2015). indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerinde rol oynayan enzimlere
oksidorediiktazlar denir ve katalaz enzimi, oksidorediiktazlarin (dehidrojenazlar,
oksidazlar, oksijenazlar, hidroperoksidazlar) bir grubu olan hidroperoksidazlar serisinde
yer alir (Nicholls et al. 2000).

Katalaz enzimi, toksik olan hidrojen peroksiti canli hiicrelerden kaldirmada énemli bir
rol oynamaktadir. Ayrica, canli hiicrelerde gergeklesen reaksiyonlar sonucu olusan
hidrojen peroksiti 6nce molekiiler oksijene ve suya ayristirmaktadir. Katalaz enzimin
diger bir gorevi ise; formik asit, fenol, alkol ve formaldehid gibi molekiiller tizerinde

peroksidatik aktivite gostermesidir (Shahidi 1996).

Glutatyon (GSH, y-glutamil sisteinil glisin), glisin ve sistein ile glutamik asit amino
asitlerinden olusan siilthidril gruplu tripeptid yapisinda olup hiicre sitoplazmasinda olan
temel antioksidan molekiiliidiir. Canl1 hiicresinde yiikseltgenmis (GSSG) ve indirgenmis
(GSH) olarak bulunmaktadir. Glutatyon reaksiyonlar1 en 6nemli antioksidan sistemlerin
savunma mekanizmalarindan birisidir. Ayrica Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi,
hiicredeki H,O, molekiilii detoksifikasyonundan sorumlu &nemli rolii bulunan bir
enzimdir (Batgioglu et al. 2002). Glutatyon peroksidaz enzimi, hiicrede glutatyonun

indirgeyici giiciinii kullanarak hidrojen peroksitin ve doymamis yag asitlerinden ortaya
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¢ikan organik hidroperoksitlerin deaktivasyonude gorev alir. Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), selenyum bagli olmayan ve selenyum bagli olarak iki sekilde bulunmaktadir
(Cnubben et al. 2001).

Stiperoksit dismutaz enziminin ilk yaptigi is, canli hiicrelerde ve dokularda olusan
ROS’larin zararh tesirlerini ortadan kaldirmaktir. Siiperoksit dismutaz enzimi, dnemli
bir siiperoksit kaldiricisidir. Bu enzim daha ¢ok ekstraselliiler matrikste hiicre
yiizeylerinde bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz enzimi, ortamdaki oksidatif strese
kars1 canli hiicreleri zararli bilesiklerden korumada en etkili enzimdir. Bu enzimin
aktivitesi, viicutta Haber-Weiss tepkime substratlarmin  (H,O, ve O))
konsantrasyonlarini belirlemektedir (Sheng et al. 2004).

Glutatyon rediiktaz (GSSG-Red) enzimi, hiicrelerde glutatyon peroksidaz araciligiyla
hidroperoksitlerin sonunda gergeklesen okside glutatyonun (GSSG) yine indirgenmis
glutatyona (GSH) c¢evirilmesini gergeklestirir. Bu reaksiyonda, nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) rol oynamaktadir (Aksoy et al. 2016).

1.2. Peroksidazlar (POD, E.C.1.11.1.7)

Oksidorediiktaz sinifina ait olan peroksidaz enzimi; yiikseltgenme-indirgenme
reaksyonlarini katalizleyen bir enzim grubudur. Bu enzim Uluslar Aras1 Biyoteknoloji
Dernegi (International Union of Biotechnology-1UB) tarafindan da EC 1.11.1 formunda
kodlanmistir. Peroksidazlar, oksijenli solunum olusturan canli organizmalarin
hiicrelerinde bulunan H,O, molekiiler oksijen ve suya ¢evirerek hiicreyi bu molekiiliin

oksidatif etkisinden korurlar (Sisecioglu et al. 2010).

H,0, + AH, - 2H,0 + A

Bitki peroksidazlar iist familya olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir:
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1. grup peroksidazlar daha yiiksek bitki peroksidazlaridir.
2. grup peroksidazlar prokaryot kaynaginin intraselliiler peroksidazlardir,

3. grup ise mantarimsi peroksidazlardan olusan enzimlerdir (Soda et al. 1991).

Peroksidazlar, HO, molekiili kullanarak inorganik ve organik substratlarin
oksidasyonunu katalizlerken, hidrokinonlar, fenoller, hidrokinonid aminler gibi fenolik
ve fenolik olmayan ¢ok miktarda molekiiliin dehidrogenasyonunu da katalizlerler.
Ayrica bu bilesikler arasinda 2-toluidin, 2-kresol, pirogallol, guaiakol, 4,4'-diamino
difenilen amin, lokomalasit yesili, propiyonil promozin, o-tolidin, benzidin, di-o-

anisidin ve bazi azo-boya c¢esitleri bilinmektedir (Fortea et al. 2011; Fodil et al. 2012).

Bu enzim hiicre duvari bilesenleri formlarina kovalent ya da iyonik olarak baglanip bitki
hiicreleri i¢inde bulunurlar. Amino asitlerin yapilarina ve dizilislerine goére bitki,
hayvan, bakteri ve mantar peroksidazlar1 olmak tizere birka¢ gruba ayrilmaktadir. Bu
enzim cesitlerinin farklar1 aminoasit dizilislerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica POD’un;
optimum pH, spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler ve inhibitor tepkimeleri gibi
biyokimyasal 6zellikleri agisindan farklilik gosteren bir¢ok izoenzimleri bilinmektedir.
Bu enzimler bitkilerin gelisimini de kontrol ederler (Fric 1976; Sisecioglu et al. 2010).
Bitkisel peroksidazlar, monomerik glikoprotein yapisindadirlar. Bu grub japon turpu,
tath turp, brokoli, hurma yapraklari, arpa, lahana, bezelye, karnabahar, pamuk, ¢ilek
gibi pek ¢ok bitki peroksidazini igeren genis bir bitki sinifin1 kapsamaktadir (Deepa and
Arumughan 2002; Thongsook and Barrett 2005; Nadaroglu 2009).

Birinci smifa ait olan intraseliiler peroksidazlardir. Mitokondriyal elektron transport
metabolizmasinda bulunan ve toksik peroksidazlara karsi koruma sistemini saglayan,
¢oOzlinebilir bir protein olan maya sitokrom c peroksidazini; gelismis bitkilerdeki
sitozolde ve kloroplasttaki hidrojen peroksidin kaldirilmasinda rol oynayan anahtar
enzim olan askorbat peroksidazlari, hem peroksidaz hem de katalaz aktivitesi iceren
bakteriyel peroksidazlari igermektedir. Ikinci sinifta ise, mangan-peroksidazlar ve lignin
peroksidazlar gibi salinan fungal peroksidazlari igermektedir. Bu enzimler ligninin

katabolizmasinda rol alan monomerik glikoproteinlerdir. Mangan peroksidaz enzimi
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Mn?* indirgeyici substrat olarak gorev yapmaktadir (Mittler and Zilinskas 1994;
Shigeoka et al. 2002; Shi et al. 2008; Al-Senaidy and Ismael 2011; Fodil et al. 2012).

: j0' : \/ OH
OMe OMe

Sekil 1.3. Peroksidaz enzimin reaksiyon mekanizmasi (Turgut 2009)

Peroksidaz enzimi, farkli alanlarda kullanilmaktadir. Bu enzimin; bilgisayar g¢ipleri,
yapistirici, tipta kullanilan teshis kitlerinin iiretimi, otomobil parcalarinin tiretimi yada
endiistriyel atik sularin temizlenmesi gibi farkli yerlerde yararl oldugu tespit edilmistir.
Kagit, petrol, tekstil ve hatta komiir gibi sanayide kullanilan zararli kimyasallarin
dogaya aktarilmadan 6nce, su c¢oziiciisiinde ¢oziinebilen ve daha az molekiil kiitleli
molekillere ¢evirilmesinde, alfa toksin B1 maddesinin zararimin kaldirilmasinda, atik ve
igme sularinda olan aromatik amin gruplarint ve kimyasallarinin giderilmesinde
peroksidaz ¢esitleri sik¢a kullanilmaktadirlar (Hsu et al. 2012). Peroksidaz enzimi
lakkaz enzimiyle, sanayide agartma islemlerinde kullanilan H,O, ve boyama isleminde
kullanilan ¢ok molekiil kiitleli boyalarin  parcalanmasiyla  kaldirilmasinda
kullanilmaktadir (Topgular 2006). Giliniimiizde sanayide POD enzimi, deterjan

formulasyonunun katki bilesigi olarak da kullanildig1 belirlenmistir. Peroksidazlar ayni
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zamanda organik bilesiklerin stereo spesifik biyotransformasyonunu gelistirmek, farkli
polimerleri sentezlemek igin biyo tedavide sik¢a kullanilmaktadir (Humaira and
Qayyum 2010).

OH
O.
(j/ CH

Gualackol

Peroksidaz “CH,4

O-CHj L

° O-CH
o:® OH3C 3
A\ )0

0- CH3 Q:
u v 0-CHj
3

3,3-dimetoksi-4,4-bifenokinon 3,3"-dimetoksi4,4"-dihidroksibifenil
L J

Sekil 1.4. Peroksidaz enziminin guaiakol substratini guaiakolun renkli oksidasyon
iirlinlerine ¢evirme mekanizmasi

POD enzimleri farkli substartlar1 kullanarak canli hiicrelerin hayatini korumak igin
onemli rol oynamaktadirlar, 6rnek olarak biyoloji savunma sistemlerinde ve tipta gérev
yaparlar. Bu enzimler kendine ait substartlardan yararlanarak organik hidroperoksitlerin
azalmasini kataliz ederler. Sanayide bu enzimlerin, ilaglarin sentezinde ve polimer

bilesiklerin biyosentezinde rol oynadig tespit edilmistir (Kalin et al. 2014).

Bitki POD enzimleri ¢ok farkli bitkilerden saflastinlmistir. Ornek olarak Beta
vulgaris,sources viz., Leucaena leucocephala, Vigna mungo, Viscum angulatum,
Solanum melongena fruit juice, Roystonea regia, Tamarix hispida, and Jatropha curcas
suslar1 verilebilir. Ayrica POD’lar bu bitkilerde bulunan zararli maddeleri zararsiz hale

dontistiiriilmesini saglamaktadirlar. Yiiksek bitkilerde genelde ¢esitli POD enzimlerin
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izoformlar1 (asidik, bazik ve nétral POD’lar) mevcuttur (Balasubramanian and
Boopathy 2013).

POD enzimleri hem grubu igeren metal proteinlerdir. Bu enzimler bazi metal iyonlari ile
aktif veya inhibe olurlar; bu yiizden ¢alismalarda metal iyonlarin enzimler iizerine
etkileri incelenmistir. Ornegin, Ricinus communis bugday tiiriinde olan peroksidaz
enzimi Ca®* ve Mg?* iyonlari ile aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Sodyum azid ve f-
merkaptoetanol gibi maddeler POD enzim iizerine inhibe etki gosterdigi, ¢ilek ve
kavundan saflagtirillmig POD enzimin {izerine deterjan maddelerin inhibe edici etki

gosterdigi belirlenmistir (Pandeyet al. 2012).

POD genis bir alanda bir¢ok bitkide bulunmakta ve ticari olarak en 6nemli kaynaginin
at turpu koklerinde oldugu bilinmektedir. Ayrica yeni analitik yontemler ile tespit edilen
¢esitli POD enzim tiirlerinin potansiyel olarak endiistriyel proseslerin olusmasinda rol

oynamaktadir (Giil¢in and Yildirim 2005).

1.3. Afinite Kromatografisi

Kromatografi, bir karisimda mevcut olan maddelerin, biri hareketli digeri sabit faz
olmak tizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde saflastirilmasi ve ayrilmasi
yontemidir. Ik kez botanik¢i olan Mikhail Tsvett (1903) tarafindan gelistirilen bir
yontemdir. Tsvett bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli molekiillerini ayirmakta
kullanmistir. Kullandig1 kolonda renkli bandlar bulundugundan, bu ayirma yontemine

kromatografi ismini vermistir (Wilchek and Chaiken 2000).

Biyomolekiillerin iyonik kuvvet, pH, tuz, sicaklik, ¢oziici veya polimerler ile
¢oktiiriilerek ayrilmasina dayanan onceki metotlar zamanla yerini biyolojik 6zelliklere
dayali ayirma metotlarina vermistir. Dolaysiyla afinite kromatografisi, proteinlerin
kimyasal veya fiziksel 6zelliklerinin yerine biyolojik kullanilmalarina gore ayrilmalarini
gerceklestiren bir yontemdir (Wilchek and Chaiken 2000; Zou et al. 2001). Bu metotda
immuno afinite, biyoafinite, lektin afinitesi, DNA afinitesi, boronat afinitesi,
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biyomimetik afinite ve metal iyonu afinitesi gibi farkli smiflara ayrilmaktadir. Bu
metotlar enzim, protein, karbonhidrat, vitamin gibi molekiillerin ayrilmasinda, antikor
ve antijen saflastirmalarinda kullanilmaktadir. Bu metodun en iyi avantaji, uygun

kosullarda hedef proteinin tek basamakta saflastirilabilmesidir (Hage 2006).

Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil 1.5’de 6zetlenmistir.

1 + E \Illl é E :l
Matriks Ligand

L | |~ Vx|

Sekil 1.5. Afinite kromatografisinin genel prensibi (1)’de ligand matrikse kovalent baglanmasi,
(2)’de numune kolona adsorbe olup, safsizliklar akar ve (3)’de numune eliie edilir.

Bu yontemde, 6nemli olan biyomolekiiliin, ¢oziinme 06zelligi olmayan bir destek
materyal (matriks) iizerine immobilize olmasi ve belirlenen molekiiliin tamamlayici
baglanma uglari igeren ligandlar tarafindan dontisiimli olarak adsorbe edilmesine dayali
olmasidir (Kumpalume and Ghose 2003).
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Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar (Axen and Ernback 1971)

Saflastirnlacak Madde Ligand

Antikor Virlis, Antijen, hiicre

Enzim Kofaktor, substrat, inhibitor,

Lektin Glikoprotein, polisakkarit, hiicre, hiicreylizey reseptorii
Hiicre Lektin, hiicre ylizeyi spesifik proteini,

Niikleik asit Histon, komplementer baz dizisi, Niikleik asit polimeraz,
baglayici protein
Vitamin, Hormon Reseptor tastyici protein
1.3.1. Matriks

Afinite kromatografisinde matriks olarak; Sepharose, Sephadex ve Bio-gel gibi gesitli
jeller kullanilmaktadir. Bu yontemde en fazla kullanilan Sepharose, inci seklinde
dizilmis bir agaroz jelidir. Agaroz jeli, biyolojik aktif olan molekiillerin
immobilizasyonu ¢alismalarinda diizglin bir matriks i¢in gerekli olan tiim 6zelliklere
sahiptir. Sepharose kullanarak hazirlanan adsorbanlar: deterjanlar, diisiik ve yiiksek pH,
disosiye yapan bilesikler gibi olumsuz kosullara direnglidir. Organik ¢oziiciilerin ve
guanidin hidrokloriir, gibi parcalayici bilesiklerin gerektigi kosullarda, kovalent halde
capraz seklinde baglanmis jel olan Sepharose-CL en uygun ortamdir. Ornek olarak;
Blue Sepharose-CL-6B adsorbanlari ve protein A-Sepharose-CL-4B Sepharose-CL
kullanarak hazirlanmaktadir (Axen and Ernback 1971).

1.3.2. Ligand

Afinite kromatografisi yonteminde ligand se¢imi iki faktor tarafindan etkilenmektedir.
Birincisi, ligand protein saflastirilmasi igin tersinir ve spesifik baglama afinitesi
gostermelidir. Ikincisi, ligandin baglama afinitesini bozmadan matriks bilesigine
tutunmasini saglayan ve kimyasal olarak modifiye edilebilen gruplari olmalidir. Bu
yontemde ligandin maddeyi baglama afinitesinin serbest ¢ozeltide 10*-10® M arasinda

olmas1 uygundur. 10 M’dan daha fazla ayrisma sabitlerini igeren etkilesmeler (mesela
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zayif bir inhibitdr ve bir enzim arasindaki iliski gibi), afinite kromatografisi i¢in ideal
degildir. Ayrica 10°® M’dan daha az ayrisma sabitlerini iceren bilesiklerden (mesela bir
reseptor ve hormon arasindaki iligski gibi) olusan afinite koromatografisinde ise, bagh

olan maddenin inaktive olmadan eliisyonu zor olacaktir (Cuatrecasas et al. 1968).
1.3.3. Uzant1 kolu

Canli organizmalarda enzimin aktif bolgesi normalde molekiilin en i¢ kismina
yerlesmistir. Kiigiik ligandlar (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan matriks bolgesine
baglandiktan sonra hazirlanan adsorbanlar, ligand ile matrikse baglanan molekiiler
arasinda sterik engeller icin disiik ayirma kapasitesi gostermektedirler. Ayrica
absaorbanlar bu kosullarda uzanti kolunun etkili baglanmas: igin ligand ile matriks

arasina girerler.

Aktif bolge

NS

Uzant1 kolu

Sekil 1.6. Uzant1 kolunun afinite koromatografisindeki rolii

Uzant1 kolunun uzunlugunun ideal olmasi1 dikkate alinmaktadir. Fazla kisa olursa,
uzant1 kol etkisiz olur ve ligand numunedeki molekiilii baglamak i¢in uygun olmaz.
Tersine ¢ok uzun olursa, spesifik olmayan baglanmalar ¢ok olur ve ayirmanin segiciklik

yetenegi azalir (Ocarra et al. 1974).
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1.3.4. Ligand1 baglayacak jelin secimi

Ligand ile matriksin kovalent baglanma islemi; normal baglanma olayini en aza
indirmek i¢in, molekiiliin en az etkili olan kismina yapilmalidir. Ornek olarak amino
gruplar1 igeren bir enzim inhibitérii, matriks kismma amino atomlar1 araciligiyla
baglanabilir; dolayisiyla inhibitoriin enzimle spesifik baglanma afinitesi korunmus
olmaktadir. Ayni zamanda amino gruplari da baglanma tepkimesine girerlerse, bu

kosulda gerekli olmayan diger bir grupla baglamak zaruri olacaktir (Keha 1981).
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2. KAYNAK OZETLERI

Erdem et al. (2015), Afinite kromatografisi kullanilarak beyaz lahana bitkisinden tek
basamakta peroksidaz enzimini 24,7 kat %4,3 verimle ve 964,5 EU/mg spesifik
aktiviteyle saflagtirmislar. SDS-PAGE yontemi kullanilarak enzimin molekiil kiitlesini
73,2 kDa olarak belirlemiglerdir. Enzimin optimum pH ve optimum sicakligi ise sirayla
6,5, 30°C bulunmustur. Guailkol substrati kullanilarak Ky, ve Vpax degerleri sirayla 3,19
mM ve 0,2 EU/mL hesaplanmistir. 4-Amino benzohidrazit maddesinin inhibit6r olarak
enzim {izerine etkisi incelenmis ve ICsg ile K; degerleri sirayla 0.517, 0.994+0.453 mM

olarak tespit edilmistir.

Asgher et al. (2016), mutasyon olusturulmus 6zel olan Trametes versicolor 1BL-04
mantar susundan mangan peroksidaz enzimin saflastirilmas1 ve karakterizasyonu
yapmislardir. Bu ¢alismada enzim iyon degisim ve jel filtrasyon kolon kromatografisi
kullanilarak saflagtirmiglardir. Daha sonra SDS-PAGE teknigi ile enzimin molekiil
kiitlesini 43 kDa olarak belirlemislerdir. ilgili enzimin optimum pH degeri 5,0 ve

optimum sicakligi ise 40°C olarak bulunmustur.

Rudrappa et al. (2007), genetik olarak transforme olmus kirmizi pancar’dan amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografi teknigi kullanarak POD enzimini
saflagtirmiglar ilgili enzimin en yiiksek aktivitesini pH’a 5,0’da gostermistir. POD
enzimi 20 dakikada ve 70°C sicaklikta %70 aktivitesini kaybetmemistir. Ayrica bu
caligmada saflastirilmis olan enzim iizerine ¢esitli substratlarin etkisi incelenmis ve en
yiiksek aktiviteden diisiik aktiviteye sirayla ortodianizidin> 2,20-azino-bis (3-etilbenz-
tiazolin) -6 siilfonik asit> guaikol bulunmustur. Enzimin molekiil kiitlesi SDS-PAGE

kullanararak 45 kDa bulunmustur.

Kalin et al. (2014), yaptiklar1 ¢alismada salgam ve karaturptan peroksidaz enzimini
afinite kromatografi yontemini kullanararak tek basamakta saflagtirmislar. Yeni

sentezlenen 4-amino benzohidrazit kolonunda uzanti kolu olarak kullanilan L-tirozin
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amino asiti CNBr ile aktiflestirilmis Sefaroz-4B’ye baglanmistir. Bu ¢alismada karaturp
ve salgam bitkileri i¢in enzimin saflastirma kat sayilari sirayla 40,3 (%10,6 verim) kat
ve 269,3 (%9 verim) kat bulunmustur. TBR-POD ve salgam-POD enzimlerin molekiil
kiitleleri SDS-PAGE sonucunda 67,3 kDa ve 65,8 kDa olarak hesaplanmistir. Guaiakol
substrat1 kullanararak karaturp ve salgam igin Ky, Ve Vmax degerleri sirayla 24,88 mM ve
3,23 EU/mL; 4,09 mM ve 0,797 EU/mL olarak bulunmustur. H,O, substrati
kullanilarak karaturp ve salgam i¢in Ky, ve Vpyax degerleri sirayla 3,247 mM ve 0,799
EU/mL; 12,49 mM ve 4,055 EU/mL heaplanmistir. Bu iki enzimde 4-amino
benzohidrazit inhibitér olarak kullanilmasinda inhibisyon tipi yarigmasiz olarak

belirlenmistir.

Al-senaidy and Ismael (2011), tarafindan peroksidaz (POD) enzimini, Sefadeks 200 ve
DEAE-sefaroz iyon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Bu ¢alismada
enzimin optimum pH’sin1 5,0-6,0 arasi1 olarak belirlemis ve enzimin molekiil kiitlesini
55 kDa bulmuslardir. Ayn1 zamanda K ve Vma parametreleri H,O, ve guaiakol

substratlar i¢in sirasiyla 0,045 ve 0,77 mM olarak belirlenmistir.

POD enzimini ¢ok sayida bitki dokularindan saflastirilmistir. Lahana (McLellanand
Robinson 1987), karabugday tohumu (Suzuki et al. 2006), Leucaenaleucocephala agact
meyvesi (Pandeyand Dwivedi 2011), kirmiz1 pancardan (Beta vulgaris) (Rudrappa et al.
2007), soya fasulyesi (Chenand Mabrouk 1999), brokoli (Tipawanand Barrett 2005;
Koksal and Giilgin 2008), 1sirgan otu (Giilgin 2002), vanilya ¢ekirdegi (Marquezet al.
2008), kavun (Rodriguezet al. 2000), hurma yapraklari (Deepaand Arumughan 2002;
Al-Senaidyand Ismael 2011), at turpu (Laveryet al. 2010), marula meyvesi (Mdluliet al.
2005), misir (Mika et al. 2008), kirmiz1 biber (Martinezet al. 2008), ¢avdar yapraklari
(Murakami et al. 2007), hindiba bitkisi (Boeufet al. 2000) papaya meyvesi (Pandey et
al. 2012), zeytin (Saraiva et al. 2007; Tzikaet al. 2009), ve karalahanadan (Giilgin and

Yildirim 2005), saflastirma islemlerini 6rnek olarak verebiliriz.

Lavery et al. (2010), POD enzimini at turpundan fenil Sefaroz CL-4B kromatografisini

kullanarak 291 kat ve %71 verimle saflastirmislardir. Bu enzimin spesifik aktivitesi ve
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molekiil kiitlesini sirayla 772 U mg™ ve 40 kDa olarak hesaplamislardir. HRP enzimin
optimum pH’s1 7,0 ve optimum sicakligi ise 30°C seklinde bulunmustur.

Si and Cui (2012), yaptiklar1 ¢calismada Perenniporiasubacida‘dan peroksidaz enzimi;
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve sefaroz GL-6B afinite
kromatografisini kullanarak ii¢ basamakta enzimi saflastirmiglardir. Bu c¢alismada
enzimin optimum pH’s1 5,5, molekiil kiitlesi ise 43 kDa olarak belirlenmistir. Ayni
zamanda substrat olarak n-Propanol kullanildiginda, dithiothreitol, L-sistein, sodyum
azid ve EDTA molekiillerinin POD enzimini inhibe ettigi, Na*, Mn*", Mg*" ve K* metal
iyonlarinin ise aktive ettigi belirlenmistir. Ayrica tekstil ¢alismalarinda kullanilan boyar
bir bilesik olan notral kirmizi ile POD enzimin tepkimesi sonucunda %75,31 oraninda

renksizlesme tespit edilmistir.

Giilgin ve Yildirim (2005), yaptiklart bir ¢alismada, Brassica oleracea var. acephala
bitkisinden POD enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve
CM-sefadeks kolon materyalini kullanarak enzimi saflastirmis ve SDS-PAGE jel
elektroforezi yontemini kullanarak enzimin molekil kiitlesini 95 kDa olarak
bulmuslardir. Bu ¢alismada optimum sicaklik, optimum pH ve stabil pH degerlerini
sirayla 40°C, 7,5 ve 6,5 olarak belirlemislerdir. Ilgili enzimin K, degeri guailkol ve

H,0, substratlari kullanilarak sirayla 5,5 ve 1 mM bulunmustur.

Zeng et al. (2013), iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri ile lignin peroksidaz
ve mangan peroksidaz enzimlerini Phanerochaete chrysosporium mantar tiiriinden
saflagtirmislardir. LiP ve MnP enzimlerin molekiil kiitleleri sirayla 36 kDa ve 45 kDa
olarak bulunmustur. Optimum pH LiP ve MnP igin sirayla 3,0 ve 4,5 olup 30°C’de iki
enzimde en yiiksek peroksidaz aktivitesi gostermistir. Saflastirilan Mnp enzimi, Fe?*,
Zn*" Mg2+ ve Hg2+ metal iyonlar1 tarafindan inhibe oldugu; Mn%*, Ca** ve cu®* iyonlar1
tarafindan aktive oldugu belirlenmistir. LiP enzimi ise Ca?*, Na* ve Co?* metal iyonlari
tarafindan aktive; K*, Hg*, Fe?*, Mg?" metal iyonlari tarafindan inhibe oldugu tespit

edilmistir.
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Mdluli (2005) Marula meyvesinden DEAE iyon degisim koromatografisi ve Sefadeks
G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisini kullanarak POD ve Polifenol oksidaz
enzimlerini saflastirmistir. Enzimin molekiil kiitlesi 71 kDa, izoelektrik noktas1 5,43 ve
optimum pH’sin1 4,0’da bulmustur. Ky, degeri ABTS’nin Substrat olarak kullanilmasiyla

1,77 mg/mL seklinde tespit etmistir.

Bagka bir ¢alismada, horseradih POD etkisi ile azo boyar madde “Naftol Blue Black’in
giderilmesi arastirilmistir. Bu ¢alismada saf enzime gore ¢evre kosullar1 altinda daha
dayanikli olan, HRP dekstran kovalent konjugati kullanilmistir. Reaksiyon zamana bagli
olarak alinan absorpsiyon spektrumlari yardimiyla izlenmistir. Optimum kosullari
belirlemek igin reaksiyon farkli sicaklik (25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70°C) ve pH’da (3
8) incelenmistir. pH 6,0 7,0 ve 8,0’da reaksiyon 50°C’e sicakliginin altinda yavas olarak
gerceklesip, fazla sicakliklarda ise enzimin denatiirasyon olmasi sebebiyle boya giderme
az izlenmistir. pH 3,0’de ve daha az sicakliklarda ilk 10 dakikada boya giderme
gorinmistir. En iyi sonug, c¢alisilan tiim sicakliklar igin %85 dolayinda renk

gidermenin ilk 5 dakikada gerceklestigi pH 4,0 ve 5,0°de alinmistir (Onder et al. 2009).

Aptiz and Vanpee (2001), caligmalarinda termostable intraselliiler olan POD enzimini,
B. Sphaericus 'dan saflagtirmislar. Bu enzimin aktivitesini 2,4-dikolorofenol ve guaiakol
substratlar1 ile incelemislerdir. Enzimin molekiil kiitlesi 13 kDa (dimer) ve 26 kDa
(tetramer) olarak bulmuslardir. Enzimin optimum pH‘sinm ise 8,5 olarak tespit
etmiglerdir. Ayrica, enzimin 90°C sicakligina ve pH 11,0’a kadar stabilitesini

korudugunu belirlemislerdir.

Luo et al. (2010), yaptiklart ¢alismada taze kesilmis Zizania Latifolia bitkisinden POD
enzimini anyon degisim kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile izole
etmislerdir. Ilgili enzimi 61,51 kat, %9,32 verimle saflastirmislardir. Ayrica bu
calismada POD enzimin ii¢ izoformu (bir katyonik ve iki anyonik) saflastirilmis ve
SDS-PAGE yontemi kullanilarak 20,6-22,1 kDa arasinda molekiil kiitlesine sahip

olduklar1 bulunmustur. Optimum pH ve optimum sicakliklari sirayla 6,0 ve 40°C olarak



23

tespit edilmistir. Guailkol ve H,O, substartlar1 kullanilarak Kg degeri 10 mM

belirlenmistir.

Oliveira et al. (2009), tarafindan yaptiklar1 bir galismada, MnP enzimini B. Pumilus ve
Paenibacillus susundan saflagtirmis veguaiacol, indulin AT, veratril alkol, lignosiilfonik
asit substratlar1 kullanilarak aktivite 6l¢limii yapmuslardir. Saf MnP enziminin aktivitesi
tizerine sicakligin; 30-60°C aras1 ve pH’nin 5-10 arasi etkilerini arastirlmiglardir.
Calismalarin devaminda MnP’in 25-40 kDa kiitlesinde ve enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi pH ile sicaklik degerlerinin ise sirasiyla 8,0 ve 25°C oldugunu tespit

etmislerdir.

Bergstenet al.(2009), reaktif mavi 214, reaktif kirmizi 198, reaktif mavi 21 boyar
maddelerinin ilgili enzim vasitasiyla atik sulardan gideriminde Penicillium
simplicissimum INCQS 40211 kullanmiglardir. Bu c¢alismada test izolatinin direkt
olarak kullanildigi alanda; ti¢ boyar 15 maddenin renginin, yiiksek katalaz POD
aktivitesi sonucunda etkin bir sekilde giderildigi goriilmistiir.

Gong et al. (2015), peroksidaz ve polifenol oksidaz enziminin birbirleriyle olan
iliskisiyle ilgili ¢alisma yapmiglardir. Bu ¢alismada kestane c¢ekirdeginden ilgili
enzimler saflastirilmistir. PPO ve POD enzimleri, DE-52 anyon-degisim kromatografisi
teknigiyle amoniyom siilfat (30-80 g/100mL arasi) ¢oktiirmesi yapilarak enzimlerin
aktiviteleri PPO ve POD igin sirastyla 4,6 ve 9,52 kat artirdigint bulmuglardir. PPO ve
POD enzimlerinin spesifik aktiviteleri ise sirasiyla 1,375 ve 16,500 EU/mg protein
olarak bulunmustur. SDS PAGE yontemini kullanilarak PPO ve POD enzimlerin
molekiiler kiitlesi sirayla 32,5 kDa ve 30,3 kDa olarak bulunmustur. Bu enzimler
katekol ve 2-hidroksi fenol substratlarini kullanarak iki enzim i¢in optimum pH degeri
7,0; optimum sicaklik degeri ise saflastirilmis PPO ve POD enzimleri igin sirasiyla 40°C
ve 50°C olarak bulunmustur. Bu ¢alismada PPO enzimi igin katekol en yiiksek

aktiviteyi gostermistir.
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Balasubramanian and Boopathy (2013), Hindistan cevizinin (Cocos nucifera L.) sivi
endosperminden peroksidaz enzimin saflagtirmislar. Bu c¢alismada iyon degisim,
hidrofobik etkilesim, Sefadeks G75 kromatografileri ile enzimi 9,77 kat saflasmiglardir.
SDS-PAGE yontemini sonrasi iki izoenzim (TCWP1 and TCWP2) izole edildigi i¢in iki
bant bulunmustur. Optimum pH degerleri 4,5-5 aras1 ve optimum sicaklik degeri ise
40°C olarak tepit edilmistir.

Pandey et al. (2012), Papaya meyvesinden peroksidaz enzimini saflastirmislardir.
Yetistirilmis Papaya meyvesinde peroksidaz enzimin aktivitesinin diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu c¢aligmada iyon degisim kromatografisi ve amonyum siilfat
¢oktiirmesi ile enzim 30,22 kat ve 44,37 yiizde verimle saflastirilmistir. Spesifik
aktivitesi 68,59, SDS-PAGE islemi sonucu trimer, dimer ve monomer olarak sirayla
240, 85, 70 kDa molekiiler kiitlelerini hesaplamislardir. Enzimin optimum pH ve
optimum sicakligi sirayla 7, 40°C olarak bulunmustur. O-diyanisidin, guailkol ve
askorbik asit substratlar1 kullanilarak Km degerleri sirayla 0,125, 0,8 ve 5,2 mM olarak
tespit edilmistir. H,O, i¢in Ky, 0.25 mM hesaplanmistir. POD enzimini sodium azid,
SDS, ve Triton X-100 maddeler tarafindan inhibe oldugu, Ca?* ve Mg®" metal iyonlari

ile aktive oldugu tepit edilmistir.

Somtiirk et al. (2014), kirmizi lahanadan peroksidaz enzimini 4-amino benzohidrazid
afinite kromatografisi yontemiyle tek basamakta saflagtirmisdir. Saflagtirilmis enzimin
spesifik aktivitesini 3,550 EU/mg, yiizde verimini ise 2,9 olarak bulmuslardir. Bu
calismada enzimin molekiiler kiitlesini SDS-PAGE yo6ntemini kullanilarak 69,3 kDa
olarak tespit etmislerdir. Optimum pH degeri 7,0 ve optimum sicaklik ise 30°C olarak
bulunmustur. Guailkol substrat ile Ky ve Vmax degerleri sirayla 0,048 mM ve 1,46
EU/mL seklinde hesaplamislar. 4-amino benzohidrazid maddesini inhibitor olarak POD
enzim lizerine aktivitesi bakilmis ve sonug olarak ICs ve Kj degerleri sirayla 1,047 ve

0,702+0.05 mM olarak belirlenmistir.

Taslimi et al. (2013), yaptig1 ¢calismada POD enzimini Erzurum-Pasinler kaplicasindan
izole edilen termofilik Aerobacillus pallidus’dan (P26) (Gen bank no:EU935591)
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ekstraseliiler olarak izole etmis; CM-Sephadeks iyon degisim kromatografisi, amonyum
stilfat coktlirmesi ve Sephakril S200 jel filtrasyon kromotografisi metotlarini kullanarak
saflagtirmislardir. Karakterizasyon islemlerinde H,O,, 4-metil katekol, pirogallol ve
ABTS substratlar1 kullanilarak her bir substrat i¢in ayr1 ayr1 optimum sicaklik ve pH
degerleri sirasiyla 60°C, 7.0 olarak bulunmustur. Bu calismada en iyi aktivite veren
pirogallol substrati kullanilarak stabilite pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir. Bu
calismada her bir substrat i¢in Lineveawer-Burk grafiklerinden Vmax ve Ky, degerleri
ayr1 ayrt hesaplanmistir. Ayn1 zamanda POD aktivitesi lizerine etkileyen bazi metal
iyonlar1 arastirilmistir. Enzimin molekiil kiitlesi 31 kDa olarak bulunmustur. Bu islemde
ilgili enziminin bazi tekstil boyalarinin atik sularda giderilmesi ¢alismasi da

arastirilmistir.

Goyal and Chugh (2013), Pearl millet hybrid HHB 94 (Bir tiir sedef graniilii)
bitkisinden peroksidaz enzimini iyon degisim, jel filtrasyon ve sefadeks G100
kromatografi c¢esitleri ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile enzimi saflastirmiglardir.
Enzimi %41 verimle 33,2 kat saflastirmislar. Enzimin molekiil kitlesini 30-31 kDa
arasinda bulmuslardir. pH 5,6’da ve 30°C’de enzim maksimum aktivite gosterdigi
bulunmustur. Stabil pH, 6-6,8 arasinda ve stabil sicaklik 35°C altinda tespit edilmistir.
O-diyanisidin ve H,0O, subsrat olarak kullanildiginda Ky, degeri sirasiyla 0.10 ve 11 mM
olarak hesaplanmistir. DTT, B-merkaptoetanol ve hidrazin bilesikleri ile enzimin fazla
oranda inhibe oldugu, sodyum azid, sodyum boro hidrid, okzalik asit, EDTA, DTNB,
Mn?*, Na've K molekiilleri ile orta inhibe oldugu belirlenmistir. Bu calismada

peroksidaz enzimi Ca®* ve Fe** metal iyonlariyla aktivite oldugu tespit edilmistir.

Hsu et al. (2012), yaptig1 bir ¢alismada, POD enzimin ti¢ izoformlarmni (POD-A, POD-
B, POD-C) bambu kiliflarindan PBE 94 tiir olan kromatografi gesiti ile saflastirmislar.
POD-A basit bir peroksidaz enzim oldugu ve POD-B ve POD-C farkli izoelektrik
pH’lara sahip olduklari ve asidik 6zellik gosterdikleri belirlenmistir. Substrat olarak O-
fenilenediyamin (OPD) kullnilarak optimum sicaklik degerleri 45-55°C arasinda ve
optimum pH’ degerinin ise 4,5 oldugu bulunmustur. pH 4,5-10 arasi, sicaklikligin ise

30-60°C araliginda enzimlerin stabil olduklar1 belirlenmistir.
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Rojas-Reyeset et. al (2014), yaptig1 ¢alismada Avokado meyvesinden POD enzimini
Sefakril S200 jel kromatografisi ile izole edip ve molekiil kiitlesini 40 kDa, izoelektrik
noktasini ise 4,7 olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada alt1 ¢esit subsratin enzim iizerine
etkisi incelenmis ve ABTS kullanilarak optimum pH ile optimum sicaklik degerleri
sirayla 3,8, 51°C olarak belirlenmistir. Inhibitér ¢alismasinda askorbik asit, DTT, B-
merkaptoetanol, sodyum azid ve L-sistein gibi bilesiklerin enzim aktivitesini inhibe

ettigini tespit etmislerdir.

Sisecioglu et al. (2010), Tirkiye’de mevcut olan siyah turpdan iyon degisim
kromatografisi, CM-sefadeks ve amonyum siilfat ¢oktirme yontemleriyle POD
enzimini 9.7 kat (%2 verimiyle) saflastirilarak ve Karekterizasyonu yapmiglardir. SDS-
PAGE elektroforez metodu kullanilarak 66 kDa da enzimin tek bant gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada guailkol substrati kullanilarak enzimin optimum pH,
optimum sicaklik, iyonik siddet, stabil pH ve stabil sicaklik degerlerini sirasiyla 6,0,
30°C, 1,0 M, 9,0, ve 60°C olarak bulmuslardir.

Kumar et al. (2011), denizde bulunan bir bitkiden (Euphorbia cotinifolia) bakir-bitki
peroksidazin1 (CCPP) anyon degisim kromatografisi tekniyle saflastirmiglardir. ilgili
enzimin molekiil kiitlesi ve optimum pH’s1 sirayla 43,11 ve 8,1 olarak bulunmustur. Bu
calismada farkli substratlar kullanilmis ve guailkol substrati 50°C’da en iyi substrat

olarak kabul edilmistir.

Koksal ve Giilgin (2008), POD enzimini karnabahar tomurcuklarindan iyon degisim,
Sefadeks G-25, CM-sefadeks kromatografileri ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile 19.3
kat (%2 verimiyle) saflagtirmiglardir. Substrat olarak ABTS, guailkol, pirogallol,
katekol ve 4-metil katekol kullanilmistir. SDS-PAGE elektroforez yontemiyle enzimin

molekiil kiitlesini 44 kDa bulmuslardir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilacak kimyasal maddeler

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, Guaiakol, Standart serum albumin,4-
aminobenzohidrazit, Amonyum siilfat,Sodyum asetat, N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), Diyaliz torbasi, Hidrojen peroksit, Formaldehit, Sodyum tiyosiilfat, Sodyum
kloriir, Glutalaldehit, N,N'-metilen bisakrilamid, Coomassie brillant blue R-250,
Akrilamid, Coomassie brillant blue G-250, Sodyum bikarbonat, Brom timol
mavisi, Tirozin, Gliserol, Trihidroksimetilaminometan (Tris), Etanol, Metanol Sigma
Chemical Company’den;Sodyum siilfat, Sodyum perklorat, Sodyum dodesilsiilfat
(SDS), Sodyum azotiir, Glimiis nitrat, Hidroklorik asit, Siilfirik asit, L-Tirozin, Fosforik
asit, Izoproponal E. Merk AG’den; Potasyum fosfat, Triklor asetik asit (TCA), Sodyum
hidroksit, Riedel de Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin Merk AG’den’den

saglandi.

3.1.2. Yararlanilacak alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilimistir.

Karistirici (Shaker) : IKA KS 130 basic
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

pH metre . Sehott pH-Meter CG840

Karigtirict (Vorteks) : Fisons whirli-mixer

Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Hassas terazi : Denver Instrument
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Afinite kolonu : Kapali sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
Calkalayici : Midi Dual 14

Otomatik pipet : Eppendorf

Su banyosu : Niive

Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

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

Ultraturaks : Heidolph SilientCrusher M

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar) : Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar) : Sanyo Ultra Lo

3.1.3. Kullanmilacak c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla saf su kullanildi. In vitro olarak biyokimyasal ¢alismalarda

kullanilan ¢ozeltilerin kullanilig alanlar1 ve hazirlanis sekilleri asagidaki gibidir.

3.1.3.a. Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Hazirlamisi
0,2 M NaHCOj3 (pH:8,8) (tirozin 0,84 g NaHCO3 80 mL destile suda ¢oziildii. 1
takili jelin ayn1 tamponun icine N NaOH ile pH:8,8 kadar titre edildi, daha

alinmasinda kullandz): sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye
tamamlandi.

0,1 M NaHCOs3 (pH:10) (CNBr 2,1 g NaHCO3 200 mL destile suda ¢oziildii. 1

ile aktiflestirilmis Sepharose-4B N NaOH ile pH:10 kadar titre edildi, daha sonra

ye tirozin takilirken yikamada toplam hacim destile suyla 250 mL’ye
kullanild1): tamamlandi
0,05 M Tris-SQO4 (pH:7,4) (4- 1,211 g Tris 150 mL destile su igerisinde
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aminobenzohidrazit ¢oziildii. 1 N HySOq, ile pH’s1 7,4’ getirildikten

kenetlendirilmesinde Sepharose- sonra hacim destile su ile 200 mL’ye
4B-L-tirozin siispansiyonunun tamamlanda.

yikanmasinda kullanildi):

3.1.3.b. Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler

Hazirlanisi

25 mM KH,PO4 (pH: 6,8) (CNBr
ile aktiflestirilmis Sepharose-4B
afinite kolonuna homojenatin
tatbikinden sonra kolonu

yikamada kullanilan tampon):

1,3609 g KH,PO,4 350 mL destile suda
¢oziildi. 1IN NaOH ile pH:6,8’¢ kadar titre
edildi, daha sonra toplam hacim destilesuyla

400 mL’ye tamamlandi..

10 mM KH2POq (pH: 6,8) (CNBr
ile aktiflestirilmis Sepharose-4B
afinite kolonunun
dengelenmesinde kullanilan

tampon):

1,3609 g KH,POy4, 950 mL destile suda
¢oziildii. 1N NaOH ile pH:6,8’¢ kadar titre
edildi, daha sonra toplam hacim destilesuyla 1

L tamamlanda.

1 M NaCl/25mM KH,PO,
(pH:6,8) (Peroksidaz enziminin
eliie edilmesinde kullanilan

tampon):

11,7 g NaCl ve 0,6805 g 180 mL destile suda
¢oziildii. IN NaOH ile pH:6,8’e kadar titre
edildi, daha sonra toplam hacim destilesuyla

200 mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.c. Homojenat hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Hazirlanisi

0,3 M KH,POq4 (pH: 7,0) (S1iv1 4,08277 g KH,PO,4, 80 mL destile suda ¢oziildii.
azot par¢alamasindan sonra bitki IN NaOH ile pH:7,0’e kadar titre edildi, daha
dokularinin igine alindigi tampon): sonra toplam hacim destilesuyla 100 mL’ye

tamamlandi.

3.1.3.d. Aktivite dl¢iimiinde kullanilacak ¢ozeltiler

Cozeltiler Hazirlanisi

45 mM Guaiakol ¢ozeltisi (Enzim 498 pL guaiakol alinarak son hacim 100
aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan mL’ye tamamland.

substrat ¢ozeltisi):

0,1 M KH,PO4 (pH:6,0) (Enzim 1,3609 g KH2PO,, 80 ml destile suda ¢oziildii.

aktivitesinin Ol¢iilmesinde IN NaOH ile pH:6,0’e kadar titre edildi, daha
kullanilan tampon): sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye
tamamlanda.

22,5 mM H,0; ¢ozeltisi (Enzim %30’luk yogunlugu 1,11 g/mL olan H,O,’den
aktivitesinin 6l¢limiinde kullanilan 228 pL alinarak destile suyla 100 mL’ye

substrat ¢ozeltisi): tamamlanda.

3.1.3.e. Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilacak c¢ozeltiler

Cozeltiler Hazirlanisi

Coomassie brillant blue G-250 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL
reaktifi (proteinlerin kantitatif %95’lik etanolde ¢oziildii, bu ¢ozeltiye
tayininde kullanilan ¢ozelti): %95’lik 100 mL fosforik asit ilave edildi
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cozeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda muhafaza

edildi.

3.1.3.f. Elektroforez i¢in kullamlacak ¢ozeltiler

Cozeltiler

Hazirlanisi

1 M Tris-HCI tamponu
pH=6,8:

12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 mL saf suda ¢oziildii. 1
N HC1 ile pH=6,8'¢e ayarlandi, toplam hacim 100

mL'ye tamamland:.

1 M Tris-HCI tamponu
pH=8,8:

12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 mL saf suda ¢oziildii. 1
N HC1 ile pH=8,8'¢e ayarlandi, toplam hacim 100

mL'ye tamamland:.

Yriitme tamponu:

1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 mL saf suda ¢oziildii.
Daha sonra bunun iizerine 5 mL %10'lik SDS ilave
edildi toplam hacim saf suyla 500 mL'ye

tamamland.

Numune tamponu:

0,65 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 3 mL %10'hk
SDS ve 1 mL %100'lik gliserin, 1 mL 0,1'lik brom
timol mavisi karistirilarak, son hacim saf su ile 10
mL'ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu tampona
kullanmadan hemen 6nce 950 pL numune
tamponunda 50 pL olacak sekilde B-merkapto

etanol ilave edildi.

Coomassie brillant blue
boyasinda kullanilan
¢ozeltiler;

(@) Renksizlestirme

¢Ozeltisi:

%?7,5 asetik asit %5 metanol ve %87,5 destile suyun

karistirilmasiyla hazirlandi.

(b) Renklendirme ¢ozeltisi:

0,66 g coomassie brillant blue R-250'nin 120 mL
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metanolde ¢6ziinmesi ve bunun iizerine 24 mL saf
asetik asit ile 120 mL destile suyun ilavesiyle

hazirlandi.

3.1.3.9. Giimiis boyamada kullanilacak ¢ozeltiler

Cozeltiler

Hazirlanisi

Rediiksiyon Cozeltisi:

4,8 g Sodyum asetat, 45 mL Etanol ve 80 mL saf
su karistirildi, pH 6"ya asetik asitle ayarlandiktan
sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 mL
glutalaldehit eklenip saf su ile 150 mL"ye

tamamlanda.

Tespit ¢ozeltisi:

60 ml saf su, 30 mL %96 lik etanol, 10 mL

asetik asit’in karistirilmasiyla elde edilecek.

Yikama Cozeltisi 1:

3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf su’da

¢oziildii ve tizerine 120 pL formaldehit ilave
edildi.

Boyama ¢ozeltisi:

100 mg glimiis nitrat, 100 mL saf su’da ¢oziiliip
tizerine 30 mL formaldehit eklenmesiyle

hazirlandi.

Yikama cozeltisi 2:

I mL gliserin ve 250 mL lik %5 lik asetik asitten

karistirilarak hazirlandi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

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

absorblamalar1 esasina dayanmaktadir (Segel 1968).

Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

proteinin i¢inde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak absorbanslari 6l¢iildii.

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim c¢ozeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 Bradford (1976) metoduna gore belirlendi. Bu ydntemde boya olarak
kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiikke baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi
(Amax=595nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma
dontisiimiinii saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti oldukg¢a azdir (1-
100 pg arasi). Reaksiyon yiliksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki
dakikada tamamlanir. Tayin islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 mL’sinde 1
mg protein ihtiva eden standart sigir albumin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 ve 100 pL konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye
tamamlandi ve 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi ilave edilerek vorteks
ile karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak, 0,1 mL enzim numunesinin iginde
bulundugu tampondan ve 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan

karigim kullanildi. Elde edilen sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg
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protein degerleri standart grafik haline getirildi. Saflastirmanin her asamasinda
ortamdaki protein miktarini belirlemek i¢in enzim numuneleri 3 ayr tiipe sirastyla 100,
250 ve 500 pL alnarak tizerlerine sirasiyla 4,9, 4,75, 4,5’er mL renklendirme reaktifi
eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595
nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayr1 Ol¢limiin
aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten protein miktarlari belirlendi (Bradford and
Williams 1976).

3.2.2. Peroksidaz aktivitesi tayini

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

et al. 2010).

OH OCHj;
OCH; POD
101, 20 o {0+ o
Guaiakol 3,3 -dimetoksi-4,4 -bifenokinon OCH;

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi

Reaksiyon enzim ¢ozeltisinin ilavesiyle baslar ve 3 dakika siireyle her 1 dakikada bir
olmak {izere oda sicakliginda 470 nm’de absorbans artis1 spektrofotometre ile 1 cm 151k

yoluna sahip kiivet kullanilarak takip edildi.
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Cizelge 3.1. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesindeki kiivet icerigi

Kullanilan Cozeltiler Kor (mL) Numune (mL)
Aktivite Tamponu (0,1M pH:6) 1,0 0,9
Guaiakol (45 mM) 1,0 1,0
Hidrojen peroksit (22,5 mM) 1,0 1,0
Enzim - 0,1

Peroksidaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in asagidaki formiil kullanildu.

A=¢gb.c c=Aleb V =c.Ds

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

¢ = Konsantrasyon (pmol/ml)

¢ = Ekstinksiyon kat sayis1 (5000 M™* x cm™)

Dt = Seyreltme katsayisi

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

Enzim saflagtirilmasi islemlerinde substrat olarak guaiakol kullanildigindan, saflastirma
basamaklarinin enzim aktivite Ol¢limii sonuglari i¢in; 1 enzim {nitesi 20°C’de
ldakikada Ipmol guaiakol’in oksidasyonunu Kkatalizleyen enzim miktar1 olarak

tanimlandi.
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3.3. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
Karnabahar’dan (Brassica oleracea) Peroksidaz Enziminin Saflastirilmasi

Cahsmalan

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

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-tirozin uzanti kolu kovalent olarak takildi, daha sonra 4-
aminobenzohidrazit diazollanarak tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin
uzant1 kolunu, inhibitdr ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir.

Kullanilacak inhibitor POD enziminin inhibitortidiir.

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

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 mL soguk 0,1 M NaHCO3; tamponu (pH=
10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin
¢Ozlinmis soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi
ilavesi ve bagetle karistirilmis ve bundan sonra siispansiyon, 4°C’de 2 saat siireyle
manyetik karigtiricida karigtirthp 16 saat boyunca 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikanarak
boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirildi. Yikama 100 mL 0,2 M
NaHCO; tamponu ile (pH=8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 mL’si

i¢cine alind.
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Sekil 3.2. CNBEr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

3.3.1.b. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesi:

4-aminobenzohidrazit’ten 25 mg alinarak 0°C civarinda 10 mL, 1 M HCI iginde
¢ozilmiis ve igerisinde 75mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, inhibitér
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
inhibitor 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile
pH:9,5’a c¢ikarilarak sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicaklifinda yavasca karistirildi.
Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL 10 mM KH,PO, (pH:6,8) tamponuyla yikandi, sonra
da tizerine bir miktar daha ayni1 tampondan konularak saklandi (Whitney 1974).

Hazirlanan 4 amino benzo hidrazid afinite jeli ile peroksidaz enzimleri saflastirilip
calisilmasi planlanan benzo hidrazid ile iizerine inhibisyonlarina bakildiktan sonra

inhibisyon etkisi gosteren molekiiller i¢in afinite kolonu hazirlandi.
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Sekil 3.3. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesi baglanma modeli

3.3.1.c. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jeller dengeleme tamponu (KH,PO,4, pH:6,8) icine alinarak jel siispanse
edilecek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa
yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile dengelendi. Kolonun dengelenmis oldugu

eluat ile tamponun 280 nm’de absorbansilarinin ve pH’larinin esitlenmesinden bakild.

3.3.1.d. Homojenat hazirlanmasi

20 g taze tath turp (Raphanus Sativus) tartildi ve blender cihazi ile kiigiik pargalara
boliindii. Sonra si1vi azot ekledikten sonra toz haline getirildi ve iizerine 0,3 M pH:7,0
olan tampondan 60 mL ilave edilerek 1-2 dakika manyetik karistirici {izerinde

karistirildi. Bu karisim 2.400 rpm’de birka¢ kere homojenizatdrden gegirilerek bitki
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hiicresinin par¢alanmasi ve homojenize olmasi saglandi. Homejenat siiziildii ve santrifiij
tiiplerine doldurularak 13.000 xg’de bir saat boyunca santrifiij edildi. Siipernatan
cOkelekten ayrildi. Elde edilen silipernatant daha sonraki saflagtirma basamaklarinda
kullanilmak iizere 40°C’de muhafaza edildi. Japon turp ve karnabahar homojenatlari

icin de ayni islemler yapildi.

3.3.1.e. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Hazirlanan homojenatlar 10 mM fosfat (pH:6,8) tamponu ile dengelenmis olan kolona
tatbik edildi ve kolon 400 mL 25 mM fosfat (pH:6,8) ¢ozeltisi ile yikanmistir. Boylece
peroksidaz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar ortamdan uzaklastirildi. Sonra
1M NaCl/25 mM Na;HPO, (pH:6,8) tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi eliie
edilmistir. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er mL halinde tiiplere alind1 ve 280
nm’deki absorbansilarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20

mL/saat’e ayarlandi.

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi fle Enzim Safliginin Belirlenmesi

POD enzimi her bir afinite kolonundan saflagtirildiktan ve diyaliz edildikden sonra %3-
8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli
tarafindan anlatildig1 gibi yapilarak saflastirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol

edildi. Standart olarak molekiil agirligi belli olan proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

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

kabinine konulandi. Ayirma ve yigma jelleri hazirlandi.
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3.4.1. Ayirma jeli soyle hazirlanacak

5mL 1 M Tris-HCI (pH: 8,8), 4,4 mL %30 akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,2 mL %10
SDS, 0,13 mL %5’lik TEMED (N,N,N*,N’-tetrametil etilen diamin) ve 3,13 mL saf su

karistirildi. Bu karistmin {izerine son olarak 0,2 mL %10’luk amonyum persiilfat

(NH,),S,05 (PER) ilave edildi.

3.4.2. Yigma jeli soyle hazirlanacak

0,41 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4 mL %30 akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,03 mL
%10’luk SDS, 0,03 mL %5’lik TEMED ve 2,45 mL saf su alinarak karistirildi. Son
olarak yine %10’luk PER’den 0,1 mL ilave edildi.

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar enjektorle
dokiilmiistiir. Hava almamasina dikkat edildi. Belli bir siire jelin donmasi beklenmis,
ayirma jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Daha sonra
yigma jel {ist yiizeye kadar ilave edilmistir. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildikten
sonra jelin kurumasi i¢in bekletildi. Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin iistii 6nce saf su,
sonra da yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme
tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlanmistir.
Toplam hacim 100 pg olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katilmistir. 3
dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok
ince bir enjektor yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo
(anot), iistten (-) kablo (katot) yerlestirilecek. Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha
sonra akim 120 volta ayarlanarak 1,5 saat oda sicakliginda yuriitildii. Akim kesilerek,
cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Bu yiirlitme tamponu tekrar kullanilmak

uzere saklandi.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jel 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle tespit edildi. Daha sonra 30 dakikada rediiksiyon ¢6zeltisiyle karistiricida
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bekletildi. Bu siire sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yikandi. Daha sonra 20 dakika
giimiis nitrat ¢ozeltisiyle karistiricinin {istiinde boyandi. Bu boya kisa bir siire dnce
hazirlanip karanlikta bekletildi. Banyo ¢6zeltisiyle kisa ve ¢abuk¢a yikayip siyahlasan
stvi dokiilmiistiir. Bantlar goriiliince jel karistiricinin iistiinde 1 mL gliserin ve 250 mL

%S5 1ik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi (Temel 2006).

3.5. Afinite Kolonunun Peroksidaz Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunmasi

Hazirlanacak jellerin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri
incelenmistir. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gerceklestirildi:
Hazirlanan jelden 1 mL alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir
kolona alind1 ve daha dnceden peroksidaz enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlasi yikama
tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan peroksidaz enzimi uygun eliisyon
tamponuyla eliie edilerek protein miktari belirlendi. Ayni zamanda jel kurutularak
tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden peroksidaz enziminin tutma kapasitesi

belirlendi.

3.5.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

Peroksidaz enziminin saflastirilmasinda hazirlanan kolonlardan sicakligin  kolon
kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH:6,8’da 5, 10, 15, 20 ve 25°C’de farkh
sicakliklarda tutma kapsitesi belirlendi ve (mg protein /g jel basina) grafik ¢izildi.

3.5.2. pH’nin kolon kapasitesine etKkisi

Peroksidaz enzimi i¢in kolonlarda pH’nin baglanmay:1 nasil etkiledigini belirlemek
amaci ile farkli pH’larda (pH’s1 6,8 ile 8,5 arasinda) degisen tamponlar kullanilarak en

uygun pH igin sonuglar (mg protein /g jel basina) grafik edildi.
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3.5.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

Peroksidaz enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda deney yapildi
bu deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 arasinda degistirilerek, sonuglar mg protein/g jel
basina grafikle gosterildi.

3.6. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
Karnabahar (Brassica oleracea) Bitkilerinden Saflastirlan POD Enziminin

Karakterizasyon Calismalar:

Hazirladigimiz afinite kromotografisi kolanlarindan saflastirilacak POD enziminin
kinetik 6zelliklerini arastirmak i¢in guaiakol substrati kullanarak optimum pH, optimum
iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH ve guaiakol i¢in Ky ve Vnax degerleri
hesaplanda.

3.6.1. Peroksidaz enzimi icin optimum pH calismalar:

Peroksidaz enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla pH’s1 5, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0,
7,5 ve 8,0 olan 0,1 M KH,PO, tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢6zeltisi ile her bir
tamponda ayr1 ayr1 enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi.

Sonuglar grafik ve tablo haline verildi.

3.6.2. Peroksidaz enzimi i¢in optimum iyonik siddet calismalar:

Optimum 1iyonik siddetleri belirlemek amaciyla optimum pH'da saflastirdigimiz
POD’lar i¢in 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1500 mM’lik KH,PO4,
tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayr1 ayr1 enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. Sonuglar grafik ve tablo

halinde verildi.
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3.6.3. Peroksidaz enzimi icin optimum sicakhik calismalari

Peroksidaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali
subanyosu kullanildi. Optimum pH ve optimum iyonik siddette olan tampon ve
substratlari ihtiva eden karisim kiivet i¢ersinde ilgili sicakliga ayarli su banyosunda 5 dk
bekletilerek istenilen sicakliga getirildi ve son olarak enzim ¢ozeltisi pipetlendi. 0°C ile
80°C arasinda 10’ar °C artislarla her sicaklik i¢in aktivite Ol¢iimii yapildi. Sonuglar

grafik ve tablo halinde verildi.

3.6.4. Peroksidaz enzimi i¢in stabil pH ¢alismalar:

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tesbit etmek i¢in pH’lar1 5, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0
olan10 mM KH,PO, tamponlari kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1
mL’sine 1 mL enzim ¢ozeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza edildi. 5 giin boyunca 12
saat arayla yapilan aktivite dl¢limiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Sonuglar

grafik ve tablo haline verildi.

3.6.5. Guaiakol icin K,ve V. degerlerinin bulunmasina yonelik calismalar

Km Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; guaiakol kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
Olctldi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri c¢izildi.
Grafiklerin ¢izimlerinde en kiigiik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky, ve
Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla hesaplanarak tabloda gosterildi

(Lineweaver and Burk 1934).

3.6.6. Kullanilan ligand icin Kinetik calismalar

Ligand olarak kullanilan inhibit6riin guaiakol substratina bagli olarak, ICsq degerlerinin

tespit edilmesi amaciyla: oda sicakliginda ve optimum pH’da, 45 mM guaiakol
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konsantrasyonunda ortama farkli konsantrasyonunda inhibitor ¢ozeltisi ilave edilerek,
%Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Daha sonra inhibisyon tiplerinin
belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit edilmesi amaciyla oda sicakliginda optimum
pH’da 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda aktivite Olgiimleri yapildi. Elde edilen bu aktivite degerleri ile

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri tespit edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Tathi turp (Raphanus Sativus), japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden hazirladigimiz homejenatlardan ve afinite
kolonundan saflagtirilan POD enzim ¢o6zeltilerindeki kantitatif protein miktar1 Bradford
metoduyla tayin edilmistir. Bu c¢alismada Once standart grafik hazirlandi. Afinite
kromatografisi ile elde edilen enzim ve homojenatlar ¢ozeltilerindeki kantitatif protein
miktar1 bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine
karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

0.8 1 y = 0,0067x
0,7 1 R? =0,9967

06
05
04 -
03 -

Absorbans (595 nm)

0,2 A

0,1 -

O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 5 60 70 8 90 100

ng (BSA)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik (BSA: Bovine Serum Albumin)
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4.2. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
Karnabahar (Brassica oleracea) Bitkilerinden POD Enziminin Saflastirilmasi

Calisma Sonuclari

4.2.1. POD enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sonuglari

Bolim 3.3.3’de anlatildigr sekilde hazirlanan kolona, bdliim 3.3.1°de belirtildigi gibi
tatli turp (Raphanus Sativus), japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden hazirlanan homojenatlar’dan 5’er mL ayri
ayrt1 dengelenmis kolona pipet vasitasiyla tatbik edilmistir. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi. Eliatlar kolon akis hiz1 35
mL/saat’e ayarlanarak 1,5’er mL halinde tiiplere alindi. Her bir eliatin 280 nm’de
absorbans degerleri Olgiilerek kalitatif protein tayinleri yapilmistir. 280 nm’dedlgiilen
absorbans degerlerinin tiip sayisina karsi grafikleri sekil 4.2, 4.3, 4.4’te verildi.
Absorbans gosteren tliplerin 470 nm’de aktivitelerine bakilmistir. 470 nm’de tiip
sayisina kars1 aktivite grafikleri Sekil 4.5, 4.6, 4.7°de gibi ¢izildi.

1,6 A
1,4 -
1,2 A

0,8 A
0,6 -
0,4 -
0,2 A

0 1 1 T 7
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tiip Sayisi

Absorbans (280nm)

Sekil 4.2. 4-aminobenzohidrazit kolonundan tatli turp (Raphanus Sativus) POD enziminin
afinite kromatografisi ile saflagtirma sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarini gosteren
grafik
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Sekil 4.3. 4-aminobenzohidrazit kolonundan japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD
enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarini
gosteren grafik
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Sekil 4.4. 4-aminobenzohidrazit kolonundan karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin
afinite kromotografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarini gosteren
grafik
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Sekil 4.5. 4-aminobenzohidrazit kolunundan tath turp (Raphanus Sativus) POD enziminin

afinite kromotografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 470 nm’deki aktivitelerini gosteren
grafik
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Sekil 4.6. 4-aminobenzohidrazit kolunundan japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD
enziminin afinite kromotografisi ile saflagtirma sirasinda eliiatlarin 470 nm’deki aktivitelerini
gosteren grafik
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Sekil 4.7. 4-aminobenzohidrazit kolunundan karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin
afinite kromotografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 470 nm’deki aktivitelerini gdsteren
grafik

4.2.2. POD enziminin saflastirma basamaklari sonuclari

Hazirlanan jel kolona paketlendikten sonra 10 mM KH,PO, (pH:6,8) tamponu ile
dengelendi. Tathi turp (Raphanus Sativus), japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus)
ve karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden hazirlanan homojenatlardan 5’er mL
ayr1 ayr1 kolona tatbik edilmis ve kolonlar 400 mL 25 mM KH,PO, (pH:6,8) tamponu
ile yikandi. Boylece peroksidaz enziminin kolona tutunmasi saglanmistir. Sonra
1MNaCl/25 mM KH,PO, (pH:6,8) tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi 1,5’er
mL halinde eliie edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 35 mL/saat’e

ayarlandi.

Ligand olarak 4-aminobenzohidrazit kullanilan kolondan, tathi turp (Raphanus Sativus),
japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea)
bitkilerinden peroksidaz enziminin saflagtirllma kademelerinde 470 nm de aktivite
tayini ve Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. POD enziminin afinite

kromatografisi saflastirma sonuglari Cizelge 4.1, 4.2, 4.3’te gosterildi.



Cizelge 4.1. Tatli turp (Raphanus Sativus) POD
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kolonundan saflagtirma basamaklar1 sonuglari

enziminin 4-aminobenzohidrazit

. Toplam Aktivite Protein Total Total Spesifik Yiizde S
4-amino Hacim | piyp) | Miktan | Aktivite | Protein || Aktivite [\, o0 (%) | Katsayss
benzohidrazid (mL) (mg/mL) || E€D) (mg) (EU/mg) 9 M

Homojenat 5 45,8 1,1403 229 5,7016 40,164 100 1
Tath
turpu

Saf POD 15 30 0,029 45 0,0435 1034,48 19,65 25,75

Cizelge 4.2. Japon turp (R.sativus L. var.

longipinnatus) POD enziminin 4-
aminobenzohidrazit kolonundan saflastirma basamaklar1 sonuglari

) Toplam Aktivite Protein Total Total Spesifik Yiizde S.
4-amino Hacim EU/mL Miktar1 || Aktivite Protein Aktivite Verim Katsay
benzohidrazid mL) | ¢ )l (mgimL) || (D) (mg) EUmg) | (%) 181
Homojenat 5 50 1,194 250 5,97 41,87 100 1
Japon
turpu
Saf POD 15 16 0,011 0,0165 1454,54 9,6 34,74

Cizelge 4.3. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin 4-aminobenzohidrazit
kolonundan saflagtirma basamaklar1 sonuglari

) . . Toplam Aktivite Protein Total Total Spesifik || Yiizde St
4-amino benzohidrazid Hacim (EU/mL) Miktar1 || Aktivite | Protein [l Aktivite || Verim | Katsa
(mL) (mg/mL) (EU) (mg) (EU/mg) (%) yist
Homojenat 5 40 1,84 200 9,245 21,633 100 1
karnabahar
Saf POD 15 13 0,0283 19,5 0,04245 459,36 9,75 21,23

4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclari

Kromatografik islemler sonucu 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu ile tatli turp

(Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar
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(Brassica oleracea) saflastirilan peroksidaz enziminin safligini kontrol etmek ve

molekiil kiitlesini tespit etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezi yapildi.
Bunun igin boliim 3.4’de anlatildig1 gibi hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez

kuyularina sirayla saflastirilan POD’lar ve standart proteinler uygulanmis ve yiiriitiildi.

Daha sonra elde edilen bantlarin fotografi ¢ekilmistir. Saflastirilan POD enzimlerinin

molekiil kiitleleri log MK-Rf grafikleri ¢izilerek tespit edildi (Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,

Cizelge 4.4).

170 KD 2 g
130 kDa <t———

100 kDa G ——
70 kDa B

55 kDA g—————

40 kD2 - gem———
35 kDa m——

25KkDA e

15kDa g

M

1

Sekil 4.8. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin SDS-PAGE fotografi

*M: Marker, 1: karnabahar

25 - y =-1,3782x + 2,1728
' R2=10,9545
)
2 .
®
v 15 4
=
o))
° 1 4
0,5 -
0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Rf

0,7

Sekil 4.9. 4-aminobenzohidrazit kolonundan

saflastirilan  karnabahar

oleracea) POD enziminin SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rf-logMg grafigi

(Brassica
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1S kDa

Sekil 4.10. 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu ile tatl: turp (Raphanus Sativus), japon

turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin SDS-PAGE fotografi
*M: Marker, 1: tathi turp 2: japon Turp
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Sekil 4.11. Tatl: turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus)
POD enziminin SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rf-logMg grafigi
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Cizelge 4.4. Tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimleri i¢cin SDS-PAGE ile molekiil kiitlesi sonuglari

4

Enzim Bitki Molekiiler Kiitlesi
Tath turp (Raphanus Sativus) 62,25
Peroksidaz || japon turp (R.sativus L. var.) 62,21
(POD)
Karnabahar (Brassica oleracea) 57,3

4.3. Tath Turp (Raphanus Sativus), Japon Turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
Karnabahar (Brassica oleracea) Bitkilerinden Saflastirilan POD Enziminin

Karakterizasyon Calismalari ile ilgili Sonuglar

4.3.1. Peroksidaz enzimi i¢in optimum pH calisma sonuclari

Tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin optimum pH c¢alismast boliim
3.6.1°de anlatildig1 sekilde; pH’s1 5,0-8,0 araliginda 0,1 M KH,PO,4 tampon ¢ozeltileri
kullanilarak enzimlerin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi
(Cizelge 4.5, 4.6, 4.7, Sekil 4.12, 4.13, 4.14). Tath turp (Raphanus Sativus) POD enzimi
icin optimum pH 0,1 M KH,PO, pH:6,5 tamponu ve japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) POD enzimi igin optimum pH 0,1 M KH,PO, pH:6,5 tamponu ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi i¢in optimum pH 0,1 M KH,PO, pH:6,0
tamponu olarak belirlendi.
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Cizelge 4.5. Tath turp (Raphanus Sativus) POD enziminin optimum pH’s1 igin 0,1
MKH,PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢ctim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,01
55 0,02
6,0 0,90
6,5 1,50
7,0 1,00
7,5 0,70
8,0 0,08
8,5 0,07

1,6 1
121
)
E
=
= 0,8 -
]
=
% 04 -
0 &
45 5

Sekil 4.12. Tath turp (Raphanus Sativus) POD enzimi i¢in yapilan optimum pH
calismasinin sonucuna yonelik cizilen Aktivite (EU/ml)-pH grafigi
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Cizelge 4.6. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin optimum pH’s1
icin 0,1 MKH,PO,4 tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
pH Aktivite (EU/mL)
50 0,03
55 0,05
6,0 0,09
6,5 1,30
7,0 0,90
7,5 0,70
8,0 0,60
8,5 0,05

1,4 -

0,8 ~

Aktivite (EU/mL)

0,4

0,2 A

Sekil 4.13. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi igin yapilan
optimum pH ¢aligsmasimin sonucuna ydnelik ¢izilen Aktivite (EU/mL)-pH grafigi
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Cizelge 4.7. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin optimum pH’s1 i¢in 0,1 M
KH2PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
pH Aktivite (EU/mL)

5,0 0,025

55 0,07

6,0 0,80

6,5 0,09

7,0 0,08

7,5 0,07

8,0 0,05

8,5 0,03

9,0 0,02

9,5 0,01
0,35 ~
0,3 A
§0,25 .
:B 0,2 -
50,15 -
% 01 -
0,05 ~

0 - T . . T
4,5 55 6,5 7,5 8,5 9,5
pH

Sekil 4.14. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi i¢in yapilan optimum pH
calismasinin sonucuna yonelik cizilen Aktivite (EU/mL)-pH grafigi
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4.3.2. Peroksidaz enzimi i¢in optimum iyonik siddet calisma sonuclari

Tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden saflastirilan POD enzimlerinin aktivitesi
icin en uygun iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla KH,PO,4 tamponunun optimum
pH’daki degisik konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri hazirlandi. Farkli KHPO4
konsantrasyonlarinda aktivite Ol¢iimleri yapildi. Sonuglar ¢izelge ve grafik halinde
getirildi (Cizelge 4.8, 4.9, 4.10 Sekil 4.15, 4.16, 4.17). Yapilan ¢alismalar sonucu tath
turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enzim igin en uygun iyonik siddetin 0,1 M
KH,PO, (pH:6,5) tamponu ve japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan
POD enzim i¢in en uygun iyonik siddetin 1 M KH,PO, (pH:6,5) tamponu ve
karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enzim i¢in en uygun iyonik siddetin 1
M KH,PO4 (pH:6,5) tamponu oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.8. Tatli turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enziminin optimum iyonik siddeti
icin KH,POy, (pH:6,5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)

Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)

0,050 0,83
0,100 0,80
0,200 0,74

0,400 0,72

0,600 0,68

0,800 0,66

1,000 1,23
1,200 0,94

1,400 0,90

1,500 0,86
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Sekil 4.15. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO, (pH:6,5) tampon ¢ozeltileri kullanilarak tath
turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enzimi i¢in ¢izilen Aktivite (EU/mL)-[KH,PO,4]
(mM) grafigi

Cizelge 4.9. Japon Tturp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan POD enziminin optimum
iyonik siddetiicin KH,PO, (pH:6,5) tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite o6lglim
sonuclari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)

Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)

0,025 1,02

0,050 1,04
0,100 1,09

0,200 0,86
0,300 0,84

0,400 0,82

0,500 0,80

0,600 0,77

0,700 0,72
0,800 0,64

0,900 0,62

1,000 0,60
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Sekil 4.16. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO4 (pH:6,5) tampon ¢ozeltileri kullanilarak
japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan POD enzimi igin ¢izilen Aktivite
(EU/mL)-[KH,PO,] (mM) grafigi

Cizelge 4.10. Karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin optimum iyonik
siddeti icin KH,PO, (pH 6,5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)

Iyonik Siddet (mM) Aktivite (EU/mL)
0,025 0,87

0,050 0,85
0,100 0,92
0,200 0,80

0,300 0,75

0,400 0,70

0,500 0,66

0,600 0,63

0,700 0,60
0,800 0,58
0,900 0,55

1,000 0,52
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Sekil 4.17. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO,4 (pH:6,5) tampon c¢ozeltileri kullanilarak
Karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enzimi icin cizilen Aktivite (EU/mL)-
[KH,PO,] (mM) grafigi

4.3.3. Peroksidaz enzimi icin optimum sicaklik calisma sonuclari

Tathh turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden saflastirillan POD enzimlerinin optimum
sicakligint belirlemek tizere tatli turp (Raphanus Sativus) i¢in optimum pH ve uygun
iyonik siddete sahip 0,1 M KH,PO, (pH:6,5) tamponu ve japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) i¢in optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 1 M KH,PO4 (pH:6,5)
tamponu ve karnabahar (Brassica oleracea) i¢in optimum pH ve uygun iyonik siddete
sahip 1 M KH,PO, (pH:6,5) tamponu kullanildi. 0°C ile 70°C arasinda her 100°C’de
bir olmak iizere boliim 3.6.3’de anlatildig: sekilde aktivite dl¢timleri yapildi. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.11, 4.12 4,13’da ve Sekil 4.18, 4.19 4.20°de gosterilmistir. Bu
caligmalar sonucu hem tatli turp (Raphanus Sativus) hemde japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve hem karnabahar (Brassica oleracea) POD i¢in optimum sicaklik 30°C
olarak tespit edildi.
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Sekil 4.18. Tatlh turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enziminin optimum sicakligi
icin Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (0°C) grafigi

Cizelge 4.11. Tath turp (Raphanus Sativus) saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligi i¢in sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,POy,)
Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 1,4
5 2,0
10 2,5
15 33
20 4,9
25 6,0
30 8,0
35 11,5
40 9,4
45 8,0
50 7,6
55 55
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Cizelge 4.11. (devam)

60 4,4
70 3,0
75 2,6
80 1
85 0,004
90 0

Cizelge 4.12. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan POD enziminin
optimum sicaklig1 i¢in sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglar

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 1,2
5 0,1
10 0,5
15 0,8
20 1,3
25 2,2
30 3,6
35 8,8
40 6,3
45 6,0
50 5,7
55 5,1
60 5,0
70 42
75 4,0
80 3,5
85 2,5
90 0,0
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10

Aktivite (EU/mL)

0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.19. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan POD enziminin
optimum sicakligr icin Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C) grafigi

Cizelge 4.13. Karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligr i¢in sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)

0 1,0

5 0,3
10 0,7
15 0,8
20 15
25 1,8
30 3,0
35 2,0
40 1,8
45 14
50 1,2
55 1,0
60 0,9




Cizelge 4.13. (devam)

64

70 0,8
75 0,7
80 0,4
85 0,3
90 0

3
- 2,5
£
=
=2
215
Z
£ 1
<
0,5
0 .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.20. Karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin optimum
sicaklig1 icin Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C) grafigi

4.3.4. Peroksidaz enzimi i¢in stabil pH calisma sonuclari

Tathh turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin stabil pH’lar1 boliim 3.6.4°te
anlatildigr sekilde; pH‘lart 5,0-8,0 araliginda 10 mM KH,PO,4 tampon c¢ozeltileri
kullanilarak hazirlanan enzim stoklarinin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlendi (Cizelge 4.14, 4.15, 4.16; Sekil 4.21, 4.22, 4.23). Tath turp (Raphanus
Sativus) POD enzimi i¢in stabil pH, 10 mM KH,PO, tamponunda pH:6,5 ve japon turp
(R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi i¢in stabil pH, 10 mM KH;PO,
tamponunda pH:5,0 ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi igin stabil pH, 10
mM KH,PO, tamponunda pH:5,0 olarak belirlendi.
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Cizelge 4.14. Tatli turp (Raphanus Sativus) saflastirtlan POD enziminin stabil pH’s1
icin10 mM KH,PO,4 tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
Zaman ||pH:5,0 pH:5,5 pH:6,0 pH:6,5 pH:7,0 pH:7,5 pH:8,0
(Saat) Aktivite ||Aktivite ||Aktivite || Aktivite || Aktivite Aktivite Aktivite
(EU/mL) || EU/mL) || EU/mL) || (EU/mL) || (EU/mL) ||(EU/mL) ||EU/mL)
0 0,042 0,054 0,064 0,069 0,066 0,067 0,043
12 0,039 0,055 0,056 0,064 0,064 0,061 0,059
24 0,043 0,056 0,059 0,068 0,069 0,065 0,061
36 0,045 0,059 0,066 0,079 0,122 0,101 0,098
48 0,036 0,055 0,056 0,064 0,064 0,061 0,059
60 0,042 0,054 0,064 0,069 0,066 0,067 0,065
72 0,044 0,058 0,062 0,068 0,065 0,064 0,059
84 0,040 0,049 0,099 0,154 0,069 0,085 0,053
96 0,041 0,053 0,067 0,053 0,042 0,053 0,042
108 0,032 0,041 0,051 0,059 0,062 0,058 0,042
0,16 -
0.14 - pH:5
_ 0127 —&—pH:5,5
;_:' 0,1
= 0,08 1
E a +pH:6,5
P 0,06
£ 004 PR
:ﬂ“ﬂ 002 1 pH:7,5
0 T T T T T T T T T 1 pH8
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Zaman (Saat)

Sekil 4.21. Degisik pH’lardaki KH,PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak tatli turp
(Raphanus Sativus) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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Cizelge 4.15. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) saflastirilan POD enziminin stabil
pH’s1 i¢in 10 mM KH,PO, tampon ¢dzeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
Zaman pH:5,0 pH:5,5 pH:6,0 pH:6,5 pH:7,0 pH:7,5 pH:8,0
(Saat) Aktivite || Aktivite || Aktivite || Aktivite || Aktivite || Aktivite || Aktivite
(EU/mL) || (EU/mL) || (EU/mL) |{ EU/mL) || (EU/mL) || (E0/mL) || (EU/mL)
0 0,304 0,204 0,307 0,206 0,202 0,182 0,194
12 0,146 0,122 0,221 0,109 0,109 0,106 0,121
24 0,112 0,096 0,062 0,072 0,071 0,072 0,093
36 0,097 0,037 0,038 0,042 0,071 0,061 0,076
48 0,081 0,036 0,045 0,035 0,035 0,032 0,055
60 0,07 0,022 0,041 0,021 0,021 0,029 0,045
72 0,068 0,022 0,032 0,024 0,024 0,026 0,038
84 0,062 0,019 0,036 0,024 0,017 0,029 0,036
96 0,054 0,011 0,025 0,012 0,012 0,024 0,031
108 0,042 0,0081 0,021 0,0071 0,0071 0,021 0,026

0,3
pH:5
0,25
- —A—pH:5,5
£
o> 02 —&—pH:6
2
£015 —e—pH:6,5
2
é 0.1 ——pH:7
pH:7,5
0,05
—e—pH:8
O T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Zaman (Saat)

Sekil 4.22. Degisik pH’lardaki KH,PO, tamponu kullanilarak japon turp (R.sativus L.
var. longipinnatus) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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Cizelge 4.16. Karnabahar (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin stabil pH’s1
icin 10 mM KH,PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat (KH,PO,)
Zaman pH:5,0 pH:5,5 pH:6,0 pH:6,5 pH:7,0 pH:7,5 pH:8,0
(Saat) Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite || Aktivite || Aktivite || Aktivite
(EU/mL) || (EU/mL) || (EU/mL) || (EU/mL) ||(EU/mL)||(EU/mL) ]| (EU/mL)
0 0,221 0,201 0,184 0,185 0,171 0,196 0,192
12 0,234 0,197 0,171 0,164 0,154 0,216 0,192
24 0,254 0,231 0,191 0,189 0,192 0,208 0,186
36 0,253 0,246 0,198 0,191 0,194 0,208 0,207
48 0,362 0,352 0,246 0,257 0,243 0,231 0,237
60 0,237 0,212 0,195 0,196 0,164 0,209 0,187
72 0,312 0,302 0,281 0,271 0,234 0,221 0,221
84 0,344 0,331 0,234 0,221 0,217 0,243 0,223
96 0,331 0,312 0,261 0,259 0,272 0,224 0,241
108 0,271 0,243 0,223 0,231 0,186 0,203 0,189
0,35 A
03 - pH:5
’g 0,25 A —A—pH:5,5
=§ 02 . —o—pH:6
e ——pH:6,5
= 015
< ——pH:7
< 0,1 1
pH:7,5
0,05 A
—@—pH:8
O T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Zaman (Saat)

Sekil 4.23. Degisik pH’lardaki KH,PO,4 tamponu kullanilarak karnabahar (Brassica
oleracea) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi



68

4.3.5. Guaiakol substrati icin K, vé Vnax degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan

calisma sonuclari

Guaiakol substarati igin tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden saflagtirllan POD
enziminin Kp, ve Vyax degerlerinin belirlenmesi ¢alismalari boliim 3.6.5’te anlatildigi
sekilde yapildi. Her bir bitki POD i¢in enz az 5 farkli guaiakol konsantrasyonu
kullanilarak optimum sartlarda aktivite ol¢timii yapildi. 1/[Guaiakol]-1/V Lineweaver-
Burk grafigi ¢izilmis ve bu grafikten Kp ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.17, 4.18, 4.19 ve Sekil 4.24, 4.25, 4.26’da goriilmektedir. Bu
calismalar sonucunda guaiakol i¢in Ky, degeri tatli turp (Raphanus Sativus) 0,41 mM ve
japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) 0,56 mM ve karnabahar (Brassica oleracea)
0,64 mM bulunurken Vs ise tatl: turp (Raphanus Sativus) 1,43 EU/mL ve japon turp
(R.sativus L. var. longipinnatus) 1,51 EU/mL karnabahar (Brassica oleracea) 1,95
EU/mL olarak tespit edildi.

Cizelge 4.17. Tath turp (Raphanus Sativus) POD enzimi i¢in Kp Ve Viax degerlerinin
bulunmasina yonelik guaiakol derisimi ve aktivite ¢izelgesi

[Guaiakol](mM) Aktivite (EU/mL)
11,04 3,83
4,48 2,02
3,03 1,57
234 1,42
2,12 1,20
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y = 0,285x + 0,6957

1/ V (EU/mI)*
N

1/[Guaiakol] mM-1

Sekil 4.24. Tath turp (Raphanus Sativus) POD enziminin guaiakol ig¢in Ky, Ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi grafigi

Cizelge 4.18. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi i¢in Ky Ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik guaiakol derisimi ve aktivite ¢izelgesi

[Guaiakol] (mM) Aktivite EU/mL)
11,04 4,86
4,48 2,30
3,03 1,87
2.34 1,62
2,12 1,40
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6 -
y =0,3787x + 0,6673
5 u
= 4 1
£
>
S 2 A
1 4
-3 -1 1 3 5 7 9 11
1/[Guaiakol] mM-1

Sekil 4.25. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin guaiakol i¢in Kn,
Ve Vax degerlerinin belirlenmesi grafigi

Cizelge 4.19. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi i¢in Ky, Ve Vmax degerlerinin
bulunmasina yonelik guaiakol derisimi ve aktivite ¢izelgesi

[Guaiakol](mM) Aktivite (EU/mL)
11,48 4,16
4,48 1,96
3,03 1,67
2.34 1,35
2,12 1,04
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s y = 0,3308x + 0,513
E 7
o)
w
> 2 1
=
1 4
r T O T T T T T 1
4 -2 0 2 4 6 8 10 12

1/[Guaiakol] mM-!

Sekil 4.26. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin guaiakol i¢in Kp Ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi grafigi

4.3.6. Kullanilan inhibitériin K; ve 1Csy degerlerinin bulunmasi yonelik yapilan

calisma sonuclari

Bu ¢alismada 4-aminobenzohidrazit inhibitori saf suda ¢oziilerek tatli turp (Raphanus
Sativus), japon turpu (R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar (Brassica
oleracea) bitkilerinden saflastirilan POD enzimi iizerine guaiakol substrati igin etkisi
incelendi. Bu amagla, sabit substrat konsantrasyonunda guaiakol (45 mM) ve 5 farkli
inhibitdr konsantrasyonunda aktivite degerleri hesaplanmistir. Elde edilen bu degerler
ve deney prosediirii Cizelge 4.20,4.21, 4.22, 4.23, 4.24 4.25°de gosterilmis ve %
Aktivite-konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ICso degerleri bulundu. Bu grafikler Sekil
4.27, 4.28, 4.29°de gosterildi. Tath turp (Raphanus Sativus) POD enzimi igin ICsg
degeri 0,165 mM, japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) PO Denzimi igin ICs
degeri 0,283 mM ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi igin ICsg degeri 0,163

mM olarak tespit edildi.
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Cizelge 4.20. Tathh turp (Raphanus Sativus) POD enziminin aktivitesi tizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitérii ile yapilan c¢alismalarda bulunan inhibitér konsantrasyonu ve

aktivite degerlerini gosteren ¢izelge

[4-aminobenzohidrazit]
(mM)

%

Aktivite

0,000

100

0,066

74

0,132

58

0,198

43

0,264

34

0,330

25

Cizelge 4.21. Tatli turp (Raphanus Sativus) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitori ile yapilan ICsg ¢aligmasinda kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
Fosfat ] Saf [l . Fosfat fl| Guaiak Saf  J|inhibit
Guaiakolfj| H;0O, Inhibitor H,0, D .
tamponu su tamponu ol su or %Aktivie
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1,0 0,5 1,0 0,490 0,010 1,0 0,5 1,0 0,385 0,010 0,060 0,085
1,0 0,5 1,0 0,480 0,020 1,0 0,5 1,0 0,375 0,020 0,06 0,060
1,0 0,5 1,0 0,470 0,030 1,0 0,5 1,0 0,350 0,030 0,06 0,045
1,0 0,5 1,0 0,460 0,040 1,0 0,5 1,0 0,330 0,040 0,06 0,038
1,0 0,5 1,0 0,450 0,050 1,0 0,5 1,0 0,300 0,050 0,06 0,025
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100
y= 100e-4179x
R2=0,9988
80 A
S 60 -
I
=
E\E‘ 40 A
20 A
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
[4-amino benzohidrazid] (mM)

Sekil 4.27. Tath turp (Raphanus Sativus) POD enzimi aktivitesi i¢in 5 farkli 4-
aminobenzohidrazit  inhibitorii  konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[4-amino
benzohidrazid] grafigi

Cizelge 4.22. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitérii ile yapilan c¢aligmalarda bulunan inhibitér konsantrasyonu ve
aktivite degerlerini gosteren ¢izelge

[4-aminobenzohidrazit] %
(mM) Aktivite

0,000 100

0,099 80

0,165 68

0,330 45

0,495 30

0,543 26
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Cizelge 4.23. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitori ile yapilan ICs calismasinda kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
Fosf f| Guaia ff| H.0. Saf inhibit || Fosfat §| Guaia §| H.0. Saf Inhibit POD [| %Aktiv
at kol or or ie
(mL) su tampon (mL) su (mL)
tam mL mL u mL mL
(mL) oy || (mL) oy | ™
ponu
(mL)
(mL)
1,0 0,5 1,0 0,485 0,015 1,0 05 1,0 0,385 0,015 0,1 0,840
1,0 0,5 1,0 0,475 0,025 1,0 05 1,0 0,375 0,025 0,1 0,680
1,0 0,5 1,0 0,450 0,050 1,0 05 1,0 0,350 0,050 0,1 0,57
1,0 0,5 1,0 0,430 0,070 1,0 0,5 1,0 0,330 0,070 0,1 0,54
1,0 0,5 1,0 0,400 0,1 1,0 05 1,0 0,300 0,1 0,1 0,40
100
y = lOOe-2,445X
80 - R%2=10,9992
S 60 -
3
=
£ 40 -
<
20 A
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[4-amino benzohidrazid] (mM)

Sekil 4.28. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi aktivitesi igin 5 farkli 4-

aminobenzohidrazit

inhibitori

aminobenzohidrazit] grafigi

konsantrasyonunda

elde

edilen

%Aktivite-[4-
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Cizelge 4.24. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitérii ile yapilan c¢alismalarda bulunan inhibitér konsantrasyonu ve

aktivite degerlerini gosteren ¢izelge

[4-aminobenzohidrazit]

(mM)

%
Aktivite

0,00

100

0,083

70

0,168

50

0,25

34

0,33

25

0,41

Cizelge 4.25. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitori ile yapilan ICsg ¢aligmasinda kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii

Fosfat | Guaia f| H.O, Saf inhibit || Fosfat [ Guaia | H.0. Saf | Inhibit J| POD Jf %Akt

tampo kol (mL) su or tampo kol (mL) su or (mL) ivie
nu (mL) (mL) (mL) nu (mL) (mL) (mL)

(mL) (mL)
1,0 05 1,0 0,450 0,050 1,0 05 1,0 0,400 0,050 0,05 0,090
1,0 05 1,0 0,500 0,100 1,0 05 1,0 0,450 0,100 0,05 0,070
1,0 05 1,0 0,550 0,150 1,0 05 1,0 0,500 0,150 0,05 0,051
1,0 05 1,0 0,600 0,200 1,0 05 1,0 0,550 0,200 0,05 0,035
1,0 05 1,0 0,650 0,250 1,0 05 1,0 0,600 0,250 0,05 0,028
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100 y = 100e-4,241)(
R?=0,9997
80 -
§ 60 -
3
= 40 -
kv
<
20
0 T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4
[4-amino benzohidrazid] (mM)

Sekil 4.29. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi aktivitesi igin 5 farkli 4-
aminobenzohidrazit  inhibitorii  konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[4-amino
benzohidrazid] grafigi

Daha sonra inhibisyon tiplerinin belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit edilmesi
amactyla 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda aktivite Ol¢iimii yapilmistir. Elde edilen bu degerler ve deney
prosediirii. Cizelge 4.26, 4.27, 4.28’de gosterilmistir. Elde edilen bu degerlerle
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri bulunmustur. Bu
grafikler Sekil 4.30, 4.31, 4.32°de gosterilmistir. Tath turp (Raphanus Sativus) POD
enzimi i¢in Kj sabiti 0,1406+0,037 mM inhibisyon tipi yarigsmali, japon turp (R.sativus
L. var. longipinnatus) POD enzimi i¢in K; sabiti 0,1288+0,028 mM inhibisyon tipi ise
yarigmali ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi igin K; sabiti 0,4233+0,022

mM inhibisyon tipi ise yarigmali olarak izlenmistir.
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Cizelge 4.26. Tath turp (Raphanus Sativus) bitkisindan saflastirilan POD enzimi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitoriiniin K; degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii

[1o

[1.

[1

[1

Kér Tupu Numune Tupu
° — o
o - PO N F- E P P k- =2l -
£ 22|82 ez l5a]a2||32 |52]sz|22]a2 |82 ||33E)e
2 ISEICE|TE|ZEE|TE||ISE |BEE|TE|ZE|TE |a& [|[T72Z]°FE
E %) S = (] L% = S

02 | 10 || 10 - || 0800 o2 10 || 20 - 0,750 0,06 2,083 | 033
o 1o [ to ] - [Or0ff os [ 20 f 20 ] - [ 060 [ 096 ] i7ez | o2
o4 J 10 [ 10 | - JOS0off o4 J 20 20 [ - [ os% [ 006 Jf a2 | ot
os | 10 [ t0 ] - Josooff os [0 ] t0 ] - J 040 [ 09 J] 130 [ ous

1,0 - [ o400|] o6 10 || 10 - 0350 I 006 || 1190 [ 0,09

10 |l 0020 || 0.780() 02 10 || 10 |loo020 | 0720 i 006 Iﬁ%&?
o3 | 10 | 10 Joofoeeoff o3 [ 0 | 10 fooeoff o0 [ 006 J| 5 [ o2

o4 | 10 | to Jooofoseolf o4 [ 1o | 0 Jooaof o520 [ 006 J] aose | ous

os | 0 | 1o Jooofoeo)f os [ 1o ] 0 Joso] 0420 [ 006 J] szss | ous

0,6 1,0 1,0 0,020 || 0,380 0,6 1,0 1,0 0,020 f| 0,320 0,06 2,777 0,09
0,2 1,0 1,0 0,030 | 0,770 0,2 1,0 1,0 0,030 0,710 0,06 7,142 0,33

03 | 0 | 1o Joosofosm)f os [ to ] 10 Jossof o610 [ 006 J] sesz | oz

10 || 1,0 [ 0,030 0,570 10 | 10 0030 0510 [ 006 |[ 4719
04 0,4 ' 0,17

05 | 10 | 10 Joos0 Joamolf os | 1o | 10 Joosof 0410 | 006 J[ azer | a3

0.6 1,0 1,0 | 0,030 || 0,370 06 1,0 1,0 |l 0,030 || 0,310 0,06 3,333 0,09
[r—————————————————————— ———————————————————————————— ———
02 10 10 0,040 || 0,760 02 10 10 0,040 || 0,700 0,06 10 033
03 1,0 1,0 | 0,040 || 0,660 03 1,0 1,0 |i 0,040 || 0,600 0,06 022
6,578
04 1,0 1,0 | 0,040 || 0,560 04 1,0 1,0 |i 0,040 || 0,500 0,06 5,555 0,16

o5 | 20 | 0 [0 fJoso]f os [ 10 | 10 [0oao] 0400 [ 0% Jf ases [ 013

0,6 1,0 1,0 0,040 || 0,360 0,6 1,0 1,0 0,040 0,300 0,06 4,032 0,09
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Sekil 4.30. Tatli turp (Raphanus Sativus) POD enzimi iizerine 4-aminobenzohidrazit’in
inhibisyon tiirlinli gdsteren grafik

18 ~
15 A
£ 12 -
) * Kontrol
w 9 A (] -
< m[11] =0,099
> °
=S 6 - [121=0,33
®[13]=0,543
3 .
-0,2 -0,13 -006 001 008 015 0,22 0,29
1/[Guaiacol] mM-1

Sekil 4.31. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi iizerine 4-
aminobenzohidrazit’ininhibisyon tiiriinii gosteren grafik
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Cizelge 4.27. Japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) bitkisindan saflastiritlan POD enzimi
iizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitoriiniin K; degerlerinin tespitinde kullanilan deney
prosediirii
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Cizelge 4.28. Karnabahar (Brassica oleracea) bitkisindan saflagtirilan POD enzimi {izerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitoriiniin K; degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii
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Sekil 4.32. Karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi {izerine 4-
aminobenzohidrazit’in inhibisyon tiiriinii gdsteren grafik

Cizelge 4.29. Tath turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin 4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan
kinetik ¢aligmalarin toplu sonuglari

¢ Bitkiler ¢ ICs Ortalama K; | Inhibisyon tipi
; ; (mM) (mM)
) Tatli turp )
i (Raphanus 51658 | 01406+ 0,037 |  Yarismalr
4-Amino - Sativus) }
benzohidrazit Japon turp
(R.sativus L. 0,2834 0,1288+0,028 Yarismal
var.)
Karnabahar
(Brassica 0,1634 0,4233+0,022 Yarismal
oleracea)




4.4. Amino benzohidrazitin Kolon Kapasite Grafikleri
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4.4.1. Sicalik iizerine kolonun kapasite belirlenmesi
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Kapasite(mg protein/g jel)
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Sekil 4.33. Sicalik iizerine kolonun kapasite belirlenmesi

4.4.2. pH iizerine kolon kapasitnin belirlenmesi
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Sekil 4.34. pH iizerine kolon kapasitnin belirlenmesi
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4.4.3. Tyonik siddeti iizerine kolon kapasitenin belirlenmesi
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Iyonik Siddet

Sekil 4.35. Iyonik siddeti iizerine kolon kapasitenin belirlenmesi

Sonug olarak bu kolonun 5°C de, pH:7,0 de, 0,35 iyonik siddette tutma kapasitesi 2,87
mg proteindir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerde POD enzimleri iizerine genis capl arastirmalar yapilmigtir. Bilim insanlari bu
enzimin sanayide énemli ve yararli oldugunu tespit etmislerdir. Bu enzimler hidrojen
peroksiti elektron alicis1 olarak kullanip, c¢ok miktarda aromatik molekiillerin
dehidrojenasyonunu  katalizlerler. Aromatik bilesiklere hidrokinonlar, fenoller,
hidrokinonid aminleri 6rnek olarak verilebilir (Piitter and Becker 1987; Van Huytstee
1987). Bitkilerde degisik fizyolojik reaksiyonlar meydana gelmektedir (Goyal and
Chugh 2013). POD enzimleri hem grubu igeren metal proteinlerdir (Pandey et al. 2012).
POD’lar bitkilerde bulunan zararli maddeleri zararsiz hale doniistiirilmesini
saglamaktadirlar. Yiiksek bitkilerde ¢esitli POD enzimlerin izoformlar1 (asidik, bazik ve

nétral POD’lar) mevcuttur (Balasubramanian and Boopathy 2013).

Peroksidaz bitki dokularinda peroksit varliginda pirogallol, guaiakol, klorogenik asit,
katekin ve katekol gibi birgok fenolik bilesigi yiikseltgeyebilir (Onsa et al. 2004).
Enzimin genis oranda organik bilesikleri yiikseltgemesi bitkinin rengi, tad1 ve besinsel
degeri ile iliskilendirilmesine sebep olmustur. Peroksidazlar yukarida verilen farkli
aromatik bilesikleri substrat olarak kullanarak metabolizma esnasinda ortaya ¢ikan

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

Afinite kromatografi teknigi; saflagtirilmasini istedigimiz bilesigin, matriks adi1 verilen
bir kolon dolgu maddesine kovalent olarak baglanmis liganda spesifik ve tersinir
baglandig1 bir yontem olarak belirlenmistir. Afinite kromatografisi bir tiir adsorpsiyon
kromatografisidir. Ozel ligand esasina dayanan bu metot proteinlerin saflastirilmasi igin
kullanilmaktadir. Ayrica baska metotlarla saflastirilmasi bir ¢ok basamak isteyen, daha
cok zaman gerektiren hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bircok biyolojik materyal
afinite kromatografisi teknigi ile tek basamakta c¢ok kompleks karigimlardan
saflagtirilabilir. Genellikle kolon dolgu maddesi olarak Sepharose, Sephadex, Biogel
gibi farkl jeller kullanilmaktadir. Matrikse baglanan ligandin saflastirilacak madde i¢in

spesifik ve tersinir baglanma afinitesine sahip olmasi gerekmektedir. Baz1 durumlarda
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matriks ile ligand arasina, istenmeyen etkilesmeleri ortadan kaldirmak i¢in uzanti kollar1

sokulur (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Bu calismada 6zellikle bitkilerin yaralanan govdelerinde, yapraklarinda, niikleus, ¢igek
ve saplarinda, ribozom, hiicre duvari ve hiicre membranlarinda bulunan POD enziminin
afinite  kromatografi metoduyla saflastirilmasi  yapilmistir. POD  enziminin
saflastirilmasi tizerine literatiirde birgok kromatografik metot bulunmaktadir. Ancak bu
yontemler hem zaman ag¢isindan uzun slrmekte hemde maliyeti agisindan bizim

buldugumuz yénteme gére daha maliyetlidir (Ozdemir et al. 2001).

Peroksidaz enzimini saflastirma g¢alismalart 1960’lardan beri yapilmakta olup farkli
kaynaklardan farkli metotlarla saflastirilmistir. iyon degisim, afinite, hidrofobik ve
metal afinite kromatografisi bildiklerimizden birkag tanesidir (Singh and Singh 2002).

Kantitatif protein tayinleri Bradford metoduna gore yapilmistir. Bu yontemde afinite
kolonundan elde edilen tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) eliiatlarinin protein miktari
belirlenmistir. Bu yontem negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-
250’nin protein tizerindeki pozitif yiikke baglanmasi sonucu olusan renkli kompleksin
595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir. Bu yontemin diger protein
tayin metotlarindan {istiin tarafi, bozucu etkilere kars1 daha az hassas olmasi ve
reaksiyonun yiiksek oranda tekrarlanabilir olmasidir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok
hizli gergeklesir ve protein boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalabilmektedir. Bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pug arasindadir (Bradford and Williams 1976).

Afinite kromatografisi, ¢ok basamakli saflastirma islemleri esnasinda enzim aktivite
kaybini azaltmak ve daha fazla verimle saflagtirmasin1 saglamak amaciyla tercih
edilmektedir. Bu sebeple tathi turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden POD enzimlerinin
saflagtirilmast i¢in ilk defa kullanilan afinite jeli hazirlanmistir. Ligand olarak 4-

aminobenzohidrazit’in bagli oldugu afinite kolonundan saflastirilan enzimlerin ve
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kullanilan ligandin kinetik 6zellikleri, SDS-PAGE metoduyla molekiil kiitlesi

belirlenmistir.

4-aminobenzohidrazit’in POD enzim iizerine inhibitérii oldugu literatiir’de mevcuttur
(Kettle et al. 1997), ancak bu inhibitoriin detayli kinetik O6zellikleri hakkinda bir
calismaya rastlanmamistir. 4-aminobenzohidrazit gibi bilesikler yapilarinda benzen
halkasina bagliserbest -NH; grubu bulundurur. 4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile
afinite jeli hazirlayarak tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin saflastirilmasi bu
kolonda yapilmistir. Bu jelin sentezlendigi, 4-aminobenzohidrazit’in diazonyum tuzu
olusturularak uzant1 koluna baglanmasi sonucu jelin renklenmesinden anlasilmaktadir.
Zaten diazonyum tuzu olusturabilen bilesiklerin renkli iriinler verdigi literatiirde

bilinmektedir.

Literatiirlerde POD enziminin saflagtirilmasina yakin olan ¢alismalarda, enzimi
amonyum siilfat ¢coktiirmesi, CM-Sefadeks iyon degisim kromatografisi ve Sefadeks G—
25 yontemi kullanarak saflagtirmiglardir (Luo et al. 2010; Pandey et al. 2012; Goyal and
Chugh 2013).

Tath turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) homojenatlar1 hazirlandiktan sonra bu homejenatlar ayri
ayr1 4-aminobenzohidrazit kolonundan gegirilmis ve saflastirilan POD enziminin kolona
tutunarak diger tiim kirliliklerin yikama tamponu ile uzaklastirilmas: saglanmistir.
Yikama islemi bittikten sonra eliisyon tamponu ile kolona tutunmus POD enzimleri eliie
edilmistir. Eliie edilen tiim fraksiyonlara aktivite tayini ve kantitatif protein tayini
yapilmistir. Bulunan sonuglar neticesinde hesaplamalar yapilarak tath turp (Raphanus
Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea)
POD enzimleri i¢in saflastirma tablolar ¢izilmistir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3). Cizilen
saflastirma tablolarina goére tek kromatografik islemle POD enzimi tath turp (Raphanus
Sativus) 1034,48 (EU/mg) ve %19,65 verimle 25,75 kat, japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) 1454,54 (EU/mg) ve %9,6 verimle 34,74 kat ve karnabahar (Brassica
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oleracea) ise 459,36 (EU/mg) ve %9,75 verimle 21,23 kat saflastirilmistir. Erdem et al.
(2015) POD enzimini %4.3 verimle 24,7 kat saflastirmiglardir. Pandey et al. (2012)
papayadan (Carica papaya) POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 68,59 (EU/mg) ve
%44,37 verimle 30,22 kat saflagtirmistir Kalin et al. (2015) karaturp ve salgamdan
POD enzimini sirayla  40.3 (%10.6 verim) kat ve 269,3 (%9 verim) Kkat
saflastirmislardir. Al-Senaidy and Ismael hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera L.)
POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 906,2 (EU/mg) ve %5,8 verimle 17 Kkat
saflagtirmistir (Al- Senaidy and Ismael 2011). Koksal ispanak (Spinacia olracea)
yapraklarindan POD enzimini iki kromatografik adimda 96,4 (EU/mg) ve %4,2 verimle
22,6 kat saflastirmistir (Koksal 2011). Luo et al. (2010) taze kesilmis Zizania Latifolia
bitkisinden POD enzimini 61,51 kat (%9.32 verim) saflastirmislardir. (Luo et al. 2010).
Lavery et al. (2010) at turpundan (Armoracia rusticana) POD enzimini iki
kromatografik adimda 772,25 (EU/mg) ve %71,3 verimle 291 kat saflastirmistir. Gong
et al. (2015) kestane ¢ekirdeginden POD enzimini 9,53 kat saflastirmiglar. Ajila and
Prasada Rao siyah gram kabugundan (Vigna mungo) POD enzimini iki kromatografik
adimda 1215291 (EU/mg) ve %44 verimle 44 kat saflastirmustir (Ajila and Prasada Rao
2009). Somtiirket al. (2014) kirmizi lahanadan POD enzimini 120,6 kat ve %2,9
verimle saflastirmiglardir. Marquez et al. (2008) vanilya ¢ekirdeginden POD enzimini
iki kromatografik adimda 1563,5 (EU/mg) ve %19 verimle 21 kat saflastirmislardir.
Koksal and Giilgin karnabahardan (Brassica oleracea L.) POD enzimini ig
kromatografik adimda 466987,9 (EU/mg) ve %0,2 verimle 19,33 kat saflastirmislardir
(Koksal and Giilgin 2008). Rudrappa et al. (2007) kirmiz1 pancardan (Beta vulgaris L.)
POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 10500 (EU/mg) ve %84,6 verimle 15 kat
saflastirmistir Mdluli marula meyvesinden (Sclerocarya birrea subsp. Caffra) POD
enzimini {ic kromatografik adimda 361,469 (EU/mg) ve %1,3 verimle 19 Kkat
saflagtirmistir (Mdluli 2005). Giilgin and Yildirim karalahanadan (Brassica oleracea)
POD enzimini {i¢ kromatografik adimda 43805 (EU/mg) ve %33 verimle 33,5 kat
saflastirmistir (Giilgin and Yildirnrm 2005). Literatiire bakildiginda POD enziminin
saflastirilmast i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon, diyaliz, jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kramatografisi gibi kromatografik adimlarin en az iki
tanesi kullanilmistir. Buda POD enziminin saflastirma prosediiriiniin gercekten cok

uzun ve olduk¢a maliyetli oldugunu gosterir. Yapmis oldugumuz c¢alismalarin
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sonuclarint literatiirdeki ¢aligmalarla karsilastirdigimizda daha kisa siirede ve daha az

masrafla yliksek verimler elde ettigimizi gérmekteyiz.

SDS-PAGE yo6ntemini kullanilarak tatli turp’tan (Raphanus Sativus) saflastiritlan POD
enziminin molekiil kiitlesi 62,25 KDa, japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) i¢in
62,21 KDa ve karnabahardan (Brassica oleracea) ise 57,3 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar, farkli bitkilerden literatiirlerde saflastirilan peroksidazin molekiil agirliklari ile
uygunluk gdstermektedir. Ornek olarak enzimin molekiil kiitlesi domates (Jen et al.
1980; Signoret and Crouzet 1982) ve brokolide (Tipawan and Barrett 2005) 43 kDa,
kirmizi lahanada (Somtiirk et al. 2014) 69.3 kDa, karalahanada (Giilgin and Yildirim
2005) 95 kDa, piringte (Hiraoka et al. 1991) ve hurma yapraklarinda (Deepa and
Arumughan 2002) 48 kDa, papaya meyvesinde (Pandey et al. 2012) 70 kDa,
kuskonmazda (Civello et al. 1995) 34 kDa ve gilekte (Civello et al. 1995) 65 kDa,
avokado meyvesinde (Rojas-Reyes et al. 2014) 40 kDa, kirmizi pancarda (Rudrappa et
al. 2007) 45 kDa, at turpunda (Lavery et al. 2010) 37 kDa, siyah turpda (Sisecioglu et
al. 2010) 66 kDa, vanilya ¢ekirdeginde (Marquez et al. 2008) 46,5 kDa, zeytinde (Tzika
et al. 2009) 44kDa, siyah gram kabugunda (Ajila and Prasada Rao 2009) 38 kDa olarak

tespit edilmistir.

Saflagtirma islemleri yapildiktan sonra enzimler i¢in karakterizasyon c¢aligmalar
yapilmistir. Bu amagla tath turp (Raphanus Sativus), japon turpu (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimleri i¢in optimum iyonik

siddet, optimum pH, optimum sicaklik, Ky, Vimax ve stabil pH degerleri belirlenmistir.

Sakharow et al. (2011) palmiye (Roystonea regia) peroksidazi tizerinde guaiakol
substratt ile yaptig1 bir calismada optimum pH fosfat/sitrat tamponunda 5,5 olarak
bulunmustur. Bu deger bizim buldugumuz degerle uyum i¢indedir. Calistigimiz
bitkilerde elde edilen peroksidaz enziminin optimum tuz konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla ¢aligmalarda H,O, substrati her 6l¢iimde kullanilmakla beraber ikinci substrat
olarak guaiakol substrati kullanilarak aktivite ol¢timleri yapildi ve bu substrat igin

enzimin optimum tuz konsantrasyonu belirlendi.
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Tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden saflastirilan POD enzimlerinin optimum
pH degerlerini belirlemek amaciyla pH 5,0-9,5 araliginda 0,1 M’hik KH;PO4
tamponlarinda enzimlerin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir.
Sekil 4.12, 4.13, 4.14°de goriildiigii gibi tathi turp (Raphanus Sativus), japon turp
(R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin
sirayla optimum pH degeri 0,1-1 M’lik KH,PO,4 tamponunda sirasiyla 6,5-6,5-6 olarak
tespit edilmistir. Somtiirk et al. (2014) kirmizi lahanadan POD enzimin {izerine
optimum pH’y1 fosfat tamponunda 7,0 olarak bulmustur. Taslimi et al. (2013)
Aerobacillus pallidus’dan (P26) bakterisinden POD enzimin iizerine optimum pH
degerini 7,0 olarak bulmuslardir. Hsu et al. (2010) Bambu kiliflarindan POD
izoformlarmni saflastirip, optimum pH degerini 4,5 olarak bulmuslardir. Koksal and
Giilgin (2008) karnabahar (Brassica oleracea L.) peroksidazi tizerinde yaptigi calismada
optimum pH’y1 fosfat tamponunda 5,0 olarak bulmuslardir. Giilgin and Yildirim (2005)
karalahanadan (Brassica oleracea) elden edilen peroksidazin optimum pH’sin1 Tris/HCI
tamponunda 7,5 olarak bulmuslardir. Rojas-Reyes et al. (2014) avokado meyvesinden
POD enzimini saflastirtp, optimum pH degerini 3,8 olarak tespit etmislerdir. Koksal
1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan saflastirilan peroksidaz’in optimum pH
degerini fosfat tamponunda 5,2 olarak bulmustur (Koksal 2011). Lavery et al. (2010)
yaptigibir ¢alismada at turpu (Armoracia rusticana) peroksidazinin optimum pH’simi
fosfat tamponunda 7,0 olarak tespit etmistirlerdir. Kumar et al. (2011) karayip bitkisi
(Euphorbia cotinifolia) peroksidazi tizerine yaptigi ¢alismada optimum pH’sin1 fosfat
tamponunda 7,0 olarak bulmuslardir. Peroksidaz enzimi ile yapilan c¢aligmalarda
genellikle optimum pH degeri 5,0-7,5 araliginda oldugu tespit edilmistir. Bizim
buldugumuz optimum pH degerleri literatiirde bulunan degerlerle uyum icindedir. Hem
bizim buldugumuz hemde literatiirde bulunan optimum pH degerleri gosteriyor ki

peroksidaz enzimi asidik bir pH’da daha aktiftir.

POD enziminin calisilan bitkilerde aymi sicaklikta ve pH’da sabit H;O, substrati
konsantrasyonunda guaiakol substrati i¢in Ky Ve Viax degerleri tath turp (Raphanus
Sativus) i¢in 0,41 mM ve 1,43 EU/mL, japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) i¢in
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0,56 mM ve 1,50 EU/mL ve karnabahar (Brassica oleracea) i¢in 0,64 mM ve 1,95
EU/mL olarak bulunmustur. Benzer sekilde literatiirlerde elde edilen Ky Ve Viax
degerleri su sckilde tespit edilmistir: Erdem et al. (2015) yilinda beyaz lahanada
guaiakol subsratim1 kullanarak Ky, ve Vpax degerleri sirayla 3.19 mM ve 0.2 EU/mL
olarak hesaplamislardir. Kalin et al. (2014) salgam ve karaturp bitkilerinden saflastirmig
olduklart POD enzimin guaiakol subsrati ile karaturp ve salgam i¢in Ky ve Vpmax
degerleri sirayla 24.88 mM ve 3.23 EU/mL, 4.09 mM ve 0.797 EU/mL bulmuslardir.
Somtiirk et al. (2014) kirmizi lahanadan saflastirilan POD enzimi igin guaiakol
substratini kullanilarak Ky, ve Vmax degerleri sirayla 0.048 mM ve 1.46 EU/mL olarak

hesaplamislar.

Tath turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin optimum iyonik siddetlerini
belirlemek i¢in 0,1 ile 1,0 M arasinda optimum pH’da fosfat tamponu kullanilarak
aktivite ol¢limleri yapilmistir. Yapilan aktivite 6l¢iimleri sonucunda Sekil 4.15, 4.16,
4.17’de goriildiigi gibi optimum iyonik siddet tatl turp (Raphanus Sativus) POD igin 1
M, japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD igin 0,1 M ve karnabahar (Brassica
oleracea) i¢in ise 0,1 M bulunmustur. Sisecioglu et al. (2010) siyah turpdan POD
enzimin iizerine optimum iyonik siddetini 1.0 M bulmuslardir. Kdksal and Giilgin
(2008) karnabahar (Brassica oleracea L.) peroksidazi iizerinde yaptigi g¢alismada
optimum iyonik siddeti 1,0 M olarak tespit etmislerdir. Koksal et al. (2008) 1spanak
(Spinacia olracea) yapraklarindan saflastirilan peroksidaz’in optimum iyonik siddetini
0,075 M olarak bulmustur. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD i¢in bulunun optimum
iyonik siddet degeri 1spanak (Spinacia olracea) POD ile uyum igindeyken salgam
(Brassica rapa L.) POD ise karnabahar (Brassica oleracea L.) POD enzim ile uyum

i¢cindedir.

Tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden saflastirilan POD enzimlerinin optimum
sicakligini belirlemede optimum pH ve optimum iyonik siddette 10’ar °C artigla 0-90°C

araliginda aktivite Olclimleri yapildi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen
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bulgulara gore tath turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus)
ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin sirayla optimum sicaklik 35°C,
35°C, 30°C olarak bulunmustur (Sekil 4.18, 4.19, 4.20). Erdem et al. (2015) beyaz
lahanadan POD enzimini saflastirip ve iizerine optimum sicaklik degerini 30°C olarak
belirlemislerdir. Rudrappa et al. (2007) kirmizi pancardan POD enzimini saflastirip ve
tizerine optimum sicaklik degerini 30°C olarak bulmuslardir. Lavery et al. (2010) at
turpundan POD enzimini saflastirip ve optimum sicakligi 30°C olarak tespit etmislerdir.
Marquez et al. (2008) vanilya gekirdeginden saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligimmi 16°C, Al-senaidy and Ismael (2011) hurma yapraklarindan (Phoenix
dactylifera L.) saflastirilan POD enziminin optimum sicakligimi 55°C, Giil¢in and
Yildinnm (2005) karalahanadan (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin
optimum sicakligini 40°C, Luo et al. (2010) taze kesilmis Zizania Latifolia bitkisinden
POD enzimini saflastirip optimum sicaklik degerini 40°C olarak bulmuslar. Koksal and
Giilgin (2008) karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflagtirllan POD enziminin
optimum sicakhigmi  30°C, Koksal (2011) (Spinacia olracea) yapraklarindan
saflastirilan POD enziminin optimum sicakligini 60°C, Gong et al. (2015) kestane
¢ekirdeginden saflastirilan POD enziminin optimum sicakligimi ise 50°C olarak
belirlemislerdir. Kumar et al. (2011) karayip bitkisinden (Euphorbia cotinifolia)
saflagtirlan POD enziminin optimum sicakligini  50°C olarak bulmuglardir.
Balasubramanian and Boopathy (2013) Hindistan cevizinden (Cocos nucifera L.) POD
enzimini saflagtirmis ve optimum sicaklik degerini 40°C olarak bulmuslardir. Karaturp
(Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin optimum
sicakliklarinin karnabahar (Brassica oleracea L.) POD enziminin optimum sicaklig1 ile

uyum gostermektedir.

Tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin stabil olduklar1 pH’lar bulunurken
pH’s1t 5,0-8,0 araliginda olan 0,1-1 mM’lik fosfat tamponlari kullanilmistir. Bu
tamponlarda hazirlanan enzim stoklarmin 12 saat arayla 108 saat boyunca aktivite
Olclimleri yapilarak enzimlerin stabil olduklar1 pH’lar tespit edilmistir. Yapilan

Ol¢timler neticesinde tath turp (Raphanus Sativus) peroksidazi igin stabil pH 6,5
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bulunurken (Sekil 4.16), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) peroksidazi i¢in ise
stabil pH degeri 5,5 ve karnabahar (Brassica oleracea) i¢in 5,5 olarak bulunmustur
(Sekil 4.17). Koksal (2011) 1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan saflagtirilan POD
enziminin stabil pH degerini 5,5 olrak bulmustur. Koksal and Giilgin (2008)
karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan POD enziminin stabil pH’sin1 8,5
olarak tespit etmislerdir. Baska bir calismada ise Giilgin and Yildirnm (2005)
karalahanadan (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin stabil oldugu degeri 6,5
olarak bulmuslardir. Literatiirdeki bu galismalara bakildiginda tatli turp (Raphanus
Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea)

POD enzimi ile uyum i¢indedir.

Tath turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden saflastirilan POD enzimleri iizerine ligand
olarak kullanilan 4-aminobenzohidrazit inhibitérii i¢in detayli kinetik c¢alisma
yapilmistir. Her bir enzim igin guaiakol substratina bagli olarak inhibisyon etkisini
incelemek amaciyla, guaiakol (45 mM) reaksiyon ortamina 5 farkli konsantrasyonlarda
inhibitor ilave edilerek aktivite Ol¢iim yapildi. Bulunan bu degerlerle % Aktivite-
konsantrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.27, 4.28, 4.29). Cizilen bu grafiklerden tatli turp
(Raphanus Sativus) POD enzimi i¢in ICso degeri 0,165 mM olarak bulunurken japon
turp (R.sativus L. var. longipinnatus) POD enzimi i¢in ICsy degeri 0,283 mM ve
karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimi i¢in ICsy degeri 0,163 mM olarak

bulunmustur.

ICso degerleri bulunduktan sonra tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L.
var. longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) bitkilerinden saflagtirillan POD
enzimleriyle ayr1 ayr1 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit
inhibitdr konsantrasyonunda aktivite Slgiimii yapilmistir. Yapilan Slgiimlerden sonra
1/V ve 1/S degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.30, 4.31,
4.32). Cizilen bu grafiklerden tath turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) POD enzimlerinin inhibisyon gesitleri

ve K degerleri bulundu. Tath turp (Raphanus Sativus) peroksidazin K; sabiti
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0,1406+0,037 mM, inhibisyon tipi yarigmali, japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) peroksidazin K; sabitleri sirayla
0,1288+0,028 ve 0,4233+0,022 mM, inhibisyon tipi ise yarismali olarak bulunmustur.
Boylece saflastirmada kullanilan 4-aminobenzohidrazit ligandinin detayli kinetik

parametreleri ve inhibisyon tipleri ilk kez bu tez kapsaminda tespit edilmis oldu.

POD enziminin saflagtirilmasi ile ilgili bircok kromatografik yontem olmasina ragmen
enzimlerin saflastirilmasinda ¢ok énemli bir yontem olan afinite kromatografisi ile ilgili
literatiirde ¢ok detayli saflagtirma prosediirii yoktur. Bu calismada POD enziminin
saflagtirlmasinda kullandigimiz siyanojen bromiirle aktiflestirilmis Sepharose 4B
matriksine 4-aminobenzohidrazit ligand1 baglanarak hazirlanan afinite kolonu ile ilgili

literatiirde hicbir bilgiye rastlanmamustir.

Bu amag dogrultusunda ilk defa POD enzimi mevcut metotlara gore farkl bir afinite jeli
hazirlanip saflagtirilmasi yeni bir yontem olarak literatiire katki saglayacak olmasi
calismamizi  6nemli kilmaktadir. 4-aminobenzohidrazit gibi diazonyum tuzu
olusturabilecek POD inhibitorii enzimin saflastirilmasinda afinite kolonunun ligand:
olarak ilk kez kullanilmistir. Bu ¢alismamiz POD enziminin saflastirilmasinda diger
inhibitorlerin  (anilin, siilfanilamid, benzokain ve o-toluidin gibi) arastirilmasi
gerektigini inhibitorler igerisinde en 1yi ligand belirlenmesi igin bir baslangigtir. POD
enzimi i¢in buldugumuz afinite kromatografisi teknigi mevcut yontemlere gore bir¢ok
istlinliige sahiptir. Bunlar; maliyetinin diisiik olmasi, kisa siirede yliksek verim elde

edilmesi ve hazirlanan kolon materyalinin defalarca kullanilabilir olmasidir.

Gelecek zamanlarda; tekstil alaninda kullanilan ve canlilar iizerinde olumsuz etkisi
oldugu bilinen sentetik veya yarisentetik boyalarin gideriminde, tath turp (Raphanus
Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve karnabahar‘dan (Brassica
oleracea) saflastirilan peroksidaz enziminin yiiksek verimlilikle kullanilabilecegi

distiniilmektedir.
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Sonu¢ Olarak;

1. Tath turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var. longipinnatus) ve
karnabahar (Brassica oleracea) peroksidaz enzimlerinin mevcut yontemler haricinde
Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzohidrazit jeli ile saflastirilmasi ilk defa bu tez
kapsaminda gergeklestirildi.

2. Afinite ile saflastirilan Tatli turp (Raphanus Sativus), japon turp (R.sativus L. var.
longipinnatus) ve karnabahar (Brassica oleracea) peroksidaz enzimleri ig¢in ayri ayri
optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH, Kmn ve Vmax gibi

Kinetik parametreler tespit edildi.
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