ERZINCAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

EKMEKLIK BUGDAY (Triticum aestivum SSP. Vulgare )
BiTKISINDEN PEROKSIDAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI
VE KARAKTERIZASYONU

Sevgi ALTIN

KiMYA ANABILIiM DALI

ERZINCAN
2017

Her Hakki Sakhdir



Bu caligmadaki tlim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde edildigini
beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davramiglarin gerektirdigi gibi, bu c¢alismanin
Oziinde olmayan tiim materyal ve sonuclari tam olarak aktardigimi ve referans gosterdigimi

belirtirim.

Sevgi ALTIN

Salti




Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum SSP. Vulgare ) Bitkisinden Peroksidaz
Enziminin Saflastiriimas: ve Karakterizasyonu adli Yiiksek Lisans tezi, Erzincan

Universitesi Lisansiisti Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi’ne uygun olarak

hazirlanmaistir.
Tezi Hazirlayan Danigman
Sevgi ALTIN Dog. Dr. Ekrem KOKSAL

/\,

Kimya A.B.D. Bagkani
Dog. Dr. Ekrem KOKSAL




Dog. Dr. Ekrem KOKSAL danigmanlhiginda Sevgi ALTIN tarafindan hazirlanan bu calisma
28/04/2017 tarihinde, agagidaki jiiri tarafindan KIMYA Anabilim Dali KIMYA Bilim Dali’nda
Yiiksek Lisans / Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

a

Baskan : Prof. Dr. Ilhami GULCIN Imza: W
Uye : Dog. Dr. Ekrem KOKSAL Imza: [ ﬂ"/" ’\

Uye : Yrd. Dog. Dr. Ahmet ALTAY Imza: C\E\ M

Yukaridaki sonucu onaylarim.

28. 1050017

Prof. Dr. Pasa YALCIN
Enstitii Miid{irii




OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EKMEKLIK BUGDAY (Triticum aestivum SSP. Vulgare )
BITKISINDEN PEROKSIDAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI
VE KARAKTERIZASYONU

Sevgi ALTIN

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu ¢alismada POD farkli tekniklerle ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. Vulgare)
bitkisinden saflastirildi, karakterize edildi ve kinetik 6zelliklerinin yanisira inhibisyonu da
arastirildi. Bugdaydaki POD, (NH,),SO, ¢oktiirme, diyaliz, CM-Sephadex ve jel filtrasyon
kromatografileri kullanilarak saflagtirildi. Saflastirilan POD enziminin safligin1 kontrol
etmek ve molekiil kiitlesini belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi ve molekiil kiitlesi 38.8 kDa
bulundu. Ham ekstredeki POD enzimi {izerine yapilan karakterizasyon gcalismalarinda
optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik ve stabil pH sirasiyla 5,5, 0.1 M, 40
°C, 6,5 olarak tespit edildi. Ky, Ve Vs degerleri Linewear-Burk grafigi gizilerek hesaplandi.
Guaiakol ve H,0, substratlari i¢in enzimin K, degerleri sirasiyla 2,467 ve 7,307 olarak
belirlendi. POD  enzimi iizerine CTAB  (setil trimetilamonyum  bromiir),
EDTA(etilendiamintetra asetik asit), sitrik asit ve sodyum azidin inhibisyon etkisi
incelenerek en yiiksek inhibisyon etkisi CTAB ve sitrik asit (%95 ve %94 inhibisyon)
gozlendi.

2017, 74 sayfa

Anahtar kelimeler: Enzim kinetigi , karakterizasyon , peroksidaz, , saflastirma
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ABSTRACT

Master Thesis

Purification, Characterization, and Sensitivity to Pesticides of Peroxidase From
Wheat (Triticum aestivum ssp. vulgare)

Sevgi ALTIN

Erzincan University

Institute of Sciences and Arts
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

The purification and characterization of peroxidase is currently growing of interested since
peroxidases have implications in various industrial and biochemical areas. In this study,
wheat peroxidase was purified and characterized using different techniques. Peroxidase from
wheat was purified using (NH,4),SO, precipitation, dialysis, CM-Sephadex anion exchange
chromatography and SDS-gel electrophoresis. Enzyme kinetics were studied using two
substrates: guaiacol and hydrogen peroxide. K., and V.. values were calculated from
Lineweaver-Burk graph for each substrate patterns. Km values for guaiacol and hydrogen
peroxide were found as 2,467 and 7,307 respectively. Enzyme activity has been purified 284
folds. The pH and optimum temperature were 5,5 and 40 °C, respectively. Peroxidase had
molecular mass of 38,8 kDa as determined by SDS-PAGE. The enzyme was highly inhibited

by citric acid and setil trimetil amonyum bromiir.

2017, 74 pages
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1. GIRIS

Bugday (Triticum aestivum L.), diinyada ve tilkemizde gerek ekilis gerekse iiretim
bakimindan ilk siralarda yer alan ve insan besini olmasi yaninda hayvan
beslenmesinde de kullanilan 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Bugdayin adaptasyon
siirmin - genisligi, tretim, tasima, depolama ve isleme kolayligt ve ekmek
yapilabilme kabiliyetinden dolayi, birgok iilkede iiretimin hizlandirilmasi ¢aligsmalari

arttirmistir (Kiin 1996).

Hizla artan niifusun, parcalanan ve azalan tarim alanlarindan elde edilen iiretimle
yeterli ve dengeli beslenmesi, her gegen giin daha da gii¢ hale gelmektedir. Bu
nedenle artan besin ihtiyaclarinin karsilanmasinda bolge ekolojik kosullarina iyi
uyum gosteren, morfolojik ve fizyolojik yonden uygun, verim ve kalite 6zellikleri iyi

olan genotiplerin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde 2006 yilinda Tiirkiye genelinde ilk kez tarimsal isletmelerde yapilan
bitkisel iiretim ile ilgili arastirma sonucuna gore tahillar igerisinde bugday % 64.8
pay ile en fazla ekilisi yapilan {iriin olup, % 58.1 iiretim payi ile de ilk sirada yer alan

liriin oldugu belirlenmistir (TUIK 2006).

2012 yili FAO verilerine gore diinya bugday ekilisi 216,6 milyon hektar, diinya
bugday tiretimi ise 674,9 milyon tondur (FAO 2012). 2012 y1l1 diinya bugday ekilisi

ve iiretimi yilizde oranlar sekil 1.1 ve sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.1. 2012 Y1l Diinya Bugday Ekilisi Sekil 1.2. 2012 Yil1 Diinya Bugday Uretimi



2012 y1li TUIK verilerine gére Tiirkiye bugday ekilisi ve iiretimi yiizde oranlari sekil
1.3 ve sekil 1.4°te verilmistir.

Sekil 1.3. 2012 Yili Tiirkiye Bugday Uretimi Sekil 1.4. 2012 Yih Tiirkiye Bugday Ekilis

Giineydogu Anadolu Bélgesi 1,2 milyon hektar bugday ekim alan1 ve 3.8 milyon ton
bugday iiretimi ile Ulkemiz bugday alanlarinin yaklasik %12 sini kaplamaktadir
(TUIK 2012). Bélgelere gore ekmeklik bugday iiretimi yiizde paylar sekil 5’te

verilmistir.

DOGU AMADOLUY
I ANADOLU

Sekil 1.5. 2012 Y1l Bélgelere Gore Ekmeklik Bugday Uretimi

Ulkemizde kisi basina diisen yillik bugday iiretimi 255 kg ve kisi basina gida olarak
bugday tiikketimi 155-165 kg seviyesinde olup, 146 kg olan diinya ortalamasinin
iistiindedir (Anonim 2007). Uretimin arttirilmasi, ekim alan1 artig1, verim artis1 ya da

her ikisinde birden artis saglayarak miimkiindiir. Fakat {iretim yapilan alanlar son



sinirma ulasmistir. Gelismekte olan Ulkelerdeki bugday ekim alanlarmnin ancak %
0.14 kadar artacagi tahmin edilmektedir (Rosegrant ve ark. 1995). O halde, ekim
alanlarinin arttirilmas1  yoluyla iiretimin artirilamayacagi distiniilecek olursa,

liretimin artirilmasi igin tek ¢ikis yolu birim alanda verimi artirmaktir.

Yildirnm ve ark. (2009), yagisa dayali sartlarda ve sulu kosullarda yaptiklari bir
calismada, durum bugdayinda basaklanma doneminde ve tane doldurma donemi
ortalarinda yapraktaki SPAD okumalari neticesinde, elde ettikleri klorofil degerleri
ile tane verimi arasinda 6énemli bir iliski oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bitki boyu,
basak uzunlugu, basakc¢ik sayisi, bagakta tane sayisi, basakta tane agirlig1 ve bin tane
agirh@r gibi Ozelliklerin verim flizerine etkili oldugunu gosteren ¢alismalar da

kaydedilmistir (Johansson ve Svensson 1996).

Son yillarda yiritiilen ¢aligmalar, bitki Ortlisii serinligi ve klorofil igerigi gibi
fizyolojik 6zelliklerin bir seleksiyon kriteri olarak kullanilmasinin bugday veriminde
ilerleme sagladigini ortaya koymustur (Fischer ve ark. 1998, Amthor 2001, Bavec ve
Bavec 2001, Reynolds ve ark. 2001, Soltani ve Galeshi 2002, Ko¢ ve ark. 2003,
Yildirim ve ark. 2009).

Bugdayda tane dolum donemi boyunca gerceklesen yiiksek sicakliklarin tane
bliylimesini hizlandirdigini, buna karsilik tane dolum siiresini kisalttigin1 ve kisalan
stirenin, artan dolum hizi tarafindan telafi edilemedigi durumlarda tane agirliginin
artan her derece i¢in % 3-5 oraninda azalmasi sonucunda verimde diisiislerin ortaya

ciktig1 belirlenmistir (Ganguli ve ark.1997).

Kog¢ ve Barutgular (2000), yaptiklar1 bir calismada bugday bitkisinde yaprak alan
indeksinin (YAI), ¢ikistan itibaren &nce yavas yavas daha sonra ise hizli bir sekilde
artarak ¢iceklenmeden 2-3 hafta dncesine kadar en yiliksek degerine ulastigini, daha
sonraki donemlerde ise yaslanma ile olusan yaprak kayiplart sonucu giderek

azaldigin1 belirtmislerdir.

Diinya genelinde aligilagelmis bugday 1slahi ile verim potansiyelinde 6nemli artislar
saglanmis olmasina ragmen, birgok 1slah¢1 ve fizyolog gelecekteki basarilarin

disiplinler arasi isbirligi ile gerceklesecegi, verimle iligkili 6zelliklerin (6zellikle



fizyoloji) kullanimiyla 1slahta etkinligin daha da arttirilabilecegini one siirmiislerdir

(Jackson ve ark. 1996, Kusgu 20006).

Bugdayda fizyoloji (Richards ve ark. 1996, Fischer ve ark. 1998, Reynolds ve ark.
1998, Reynolds ve ark. 2000) ve biyoteknoloji (Tanksley ve Nelson 1996) ile ilgili
yeni seleksiyon tekniklerinin, geleneksel 1slah programlarini tamamlayici bir 6zellige
sahip oldugunu gdsteren ¢ok sayida arastirma sonucu bulunmaktadir. Bitki 1slahg¢ilar
ve fizyologlari, erken generasyonlarda verim potansiyeli i¢in se¢im Olgiitii olarak,
verim yerine tek bitkiler ilizerindeki morfolojik ve/veya fizyolojik o6zelliklerin
kullanilmasimi onermislerdir (Hsu ve Walton 1971, Nass 1973, McVetty ve Evans
1980, Erkul ve Unay 2009).

Birgok bitki 1slahgisinin  en Onemli amaci verimi artirmaktir. Bunun
gerceklestirilebilmesi, hastaliklara dayanikli ¢esitlerin ~ gelistirilmesi  yaninda
fizyolojik ve morfolojik Ozellikten kaynaklanan yiiksek verimli gesitlerin elde

edilmesiyle miimkiin olacag diisliniilmektedir. (Tosun ve Sagsoz 1994).

1.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmadaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve protein
yapisinda olan biyokatalizorlerdir (Lehninger ve ark. 2005; Altikatoglu vd 2009;
Voet ve Voet 2010). Bir canlidaki parcalanma ve sentez reaksiyonlarinin timi
enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle gergeklestirilmektedir. Ayrica
enzimler canliligin olusumu ve devamu igin gerekli protein yapisindaki maddelerdir.
Canli disinda, in vitro olarak da aktivite gostermeleri enzimlerin 6nemini bir kat daha
artirmaktadir. Enzim tretimi genlerin kontrolii altinda gerceklestirilmekte ve her
enzimin kendine 6zgii sicaklik, iyon tepkimesi, pH ve basing kosullar1 bulunmaktadir

(Karlson and Telefoncu 1998).

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarini; sicaklik, pH, zaman, substrat konsantrasyonu,
enzim konsantrasyonu ve inhibitor gibi faktorler etkilemektedir (Daniel ve ark.
2010). Sicaklik enzimatik reaksiyonlar1 hizlandiran faktorlerden birisi olup, normal
sartlar altinda enzimlerin ¢ogu 50-60 °C gibi sicakliklarda denatiire olmaktadir.

Dogal sicak su kaynaklarinda ¢ogalmak iizere adapte olan mikroorganizmalardan



elde edilen enzimler, suyun kaynama noktasina yakin aktivitelerini kaybetmeyip,
optimal sicaklik gosterirler. Sicaklik artis1 belirli bir yere kadar aktiviteyi artirir, daha
sonra aktivitede diisiis baslar. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklia
optimum sicaklik adi verilir (Daniel ve ark. 2010). Enzimler katalitik etki gosterirken
ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteleri degismektedir.
Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’ya, 0 enzimin optimum pH’st ad1 verilir.
Enzimatik c¢alismalarda pH’y1 optimumda sabit tutmak veya en azindan hidrojen
iyonu konsantrasyonunu elverisli durumda muhafaza etmek i¢in tamponlar kullanir.
Optimum pH’nin her iki yanindaki pH degerlerinde aktivite kayb1 s6z konusudur.
Bunun nedenleri, pH degisimine bagl olarak enzimin ya da substratin tagidigr ytiklii
gruplarin tabiatinin degisimi ve enzim denatiire olmasidir (Altunkaya ve Gokmen

2011).

Bir enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyon siirerken, reaksiyonun hizi giderek
dismektedir.

Bunun nedenleri;

- Uriinlerin birleserek aksi yondeki reaksiyonu isletmeleri
- Substratin tiikkenmesi

- Enzimin zamanla inaktive olmasi

- Reaksiyonu 6nleyen maddelerin olusumu olabilir.

Bu faktorlerin etkilerinin ortadan kaldirilmasi igin enzim c¢alismalar1 ¢ogunlukla
substratin yaklasgik %10’un sarf edildigi reaksiyonun baglangic asamasinda
gerceklestirilir (Khatun ve ark. 2012). Ayrica, enzim substratina karsi doygunluga
ulastiginda reaksiyon hizi degismeden siirer. Bu durumda enzim maksimum hiz ile
caligmaktadir. Maksimum hi1z Vi ile gosterilir. Enzim maksimum hiz ile galisirken
enzim molekiillerinin yarisina bagli substrat konsantrasyonuna Michaelis-Menten
sabiti (Ky,) denilmektedir. Ayrica substrat ilave edildik¢e hiz giderek daha az artar ve
belirli bir Vmax diizeyinde sabit kalir (Thongsook ve Barrett 2005). Enzimatik
calismalarda, enzim miktar1 arttik¢a reaksiyon hizi o 6l¢iide artar. Enzimin hiicrede
lokalize oldugu yerde yeterince substrat bulunmadigi i¢in reaksiyon o derece yiiksek

diizeyde gerceklesmez. Substratin bol oldugu kosullarda enzim konsantrasyonu



reaksiyon hizi ile dogru orantilidir (Al-Senaidy ve Ismael 2011). Inhibitorler,
enzimatik tepkimelerin hizin1 azaltan maddelerdir. Bunlar; substratin enzimin aktif

merkezine baglanip, enzim-substrat kompleksinin olusumunu engeller (Turgut 2009).

Biyokimyasal katalizor olarak bilinen enzimler, reaksiyon hizini 10 ye kadar
artirirken, diger katalizorler 10% -10° kadar arttirabilmektedir. Enzimler sadece canli
hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzimlerin bir kismi1 hiicre i¢inde kalir ve
burada fonksiyon gosterir. Bu tip enzimlere ‘intraseliilar’ (hiicre i¢i) enzimler denir.
Baz1 enzimler ise hiicre icinde sentezlendikten sonra hiicre disina salinir ve burada
fonksiyon gosterir. Bunlara ise ‘ekstraseliiler’ (hiicre dis1) enzimler denir (Lehninger

ve ark. 2005; VVoet ve Voet 2010).
Enzimler;

- Baz1 enzimler, yalnizca proteinden yani amino asitlerden olusmustur.

- Baz1 enzimlerin yapisinda proteinin yanisira organik veya inorganik maddeler yer
almaktadir. Protein yapisinda olmayan bu maddelere kofaktor adi verilmektedir.

- Kofaktorii ile birlesmis ve aktif halde bulunan enzimlere ‘haloenzim’ adi
verilmektedir.

Enzimlerde aktif merkezin bazi ozellikleri;

- Aktif merkez, Enzimin protein kisminda yer alir.

- Aktif merkez, Enzimin toplam hacminin ¢ok kii¢iik bir bliimiinii olusturur.
- Baz1 enzimler, birden fazla sayida aktif merkez igerir.

- Substrat aktif merkeze H-baglari, Van-der Waals ve elektrostatik gii¢lerle ¢ok zayif
olarak baglanir.

- Aktif merkez, belirli gesit say1 ve diziliste aminoasitlerden olusmaktadir.

Enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelere ‘substrat’ denir. Substratlar
enzimde ‘aktif merkez’ denilen 6zel bir cep seklindeki bolgeye baglanirlar. Polipeptit
zincirinin belirli kisimlarinin 6zel katlanmalar1 sonucu olusan aktif merkez, katalitik

aktiviteden sorumludur (Karlson and Telefoncu 1998).



Canli sistemlerde tepkimelerin enzimatik olarak katalizi zorunludur. Bu zorunluluk
canli yasaminin faaliyetlerini aksatmadan islevleri etkin kilmasini saglar. Bu islemler
metabolizma igerisinde biyolojik katalizorler tarafindan yapilmaktadir. Katalizlenme
siirecinde tepkimeler uygun kosullarda olugsmazlar ise ger¢eklesme siiresi yavaslar ve
beklentilere cevap verme yeterliligi smirlanir. Pek ¢ok biyolojik molekiiliin
reaksiyon verebilmesi i¢in gerekli uygun kosullarin olugturmasinin yani sira sicaklik,

pH, iyonik siddet gibi optimum sartlara da gerekmektedir.

Kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran bilesiklere katalizor denir. Enzimler; kinetik
acidan oldukca kararli olan ve canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran, hig¢bir yan iiriin olusturmadan %100’Lik bir {iriin olusumunu saglayan,
katalitk RNA molekiillerinin (ribozimler) bir grubu hari¢ protein yapisindaki
biyolojik katalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Hiicrelerde organik maddelerin
yapilmast ve yikilmasi, sindirim, kas kasilmasi, hiicre solunumu gibi 6nemli
faaliyetler cesitli metabolizma reaksiyonlarinin sonucudur ve bu reaksiyonlar

enzimlerin Kkatalitik etkisiyle olugsmaktadirlar.

Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en biiyiik farki 6zgiil (spesifik) olmalaridir.
Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlari
katalizlemektedirler. Enzimlerin katalizleme giicleri “Turnover Sayis1” ile
anlamlandirilmakta ve birim zamanda bir mol enzimin {iriine doniistiirdiigli substratin
mol sayis1 olarak tanimlanmaktadir. Bir takim enzimler katalizleme fonksiyonlarin
sadece protein yapilart ile olusturabilirken bazilarinin ise bu fonksiyonlari
gergeklestirmek i¢in kofaktor denilen guruplara ihtiyaglari vardir. Bu guruplar bazen
bir metal iyonu ya da kompleks bir organik bilesik (koenzim) olabilirler (Keha ve
Kiifrevioglu 2009). Bir proteinin islevi i¢in ihtiya¢ duyulan tiim yardimci faktorleri
iceren ve Kkatalitik olarak aktif olan enzim-kofaktdr kompleksine holoenzim;
kofaktorlerini yitirmis sadece protein kismini barndiran katalitik olarak inaktif

boliime ise apoenzim denir (Altan 2000; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyonlarin bilimine ‘Enzim kinetigi’
denir. Enzim kinetiginde reaksiyon hizi 6l¢iiliir ve reaksiyon sartlarini degistirmenin

etkisi arastirillir. Bir enzimin kinetiginin bu sekilde calisilmasi enzimin katalitik



mekanizmasini, metabolizmadaki roliinii, aktivitesinin inhibitor veye aktivatorler
tarafindan nasil kontrol edebilecegini ortaya koyabilir (Lehninger 2005; Voet ve
Voet 2010).

Enzimlerin canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari, aktivitelerini artirici
yonde etkileyen bilesiklere aktivator denilmektedir. Bu aktivatorler genelde kiigiik

iyonlar ya da fazla biiyiik olmayan bilesiklerdir (Goziikara 1989).

Baz1 bilesikler tarafindan enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak
aktivitelerinin azaltilmasi ve yok edilmesine de inhibisyon denir. Buna neden olan
bilesiklere ise inhibitor adi verilir. Bu yapilar genelde kiiciik molekiil agirliginda
bilesikler ya da iyonlardir. Enzimatik aktivite inhibisyonu, biyolojik sistemlerde
kontrol mekanizmasi olusturdugu i¢in bu olay biyolojik sistemler agisindan
Oonemlidir. Hem enzim etki mekanizmalarin da hem de metabolik yollarin
aydinlatilmasinda inhibitorler, biyokimyacilar agisindan Onemli bir yere sahiptir
(Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009). Enzimatik aktivite inhibisyonu iki ana

gruba ayrilir;
1. Doniistimlii inhibisyon: Bu inhibisyon tiirii ii¢ gruba ayrilir. Bunlar;

1. Yarismali (kompetitif) inhibisyon: Yapi itibariyle inhibitor substrata benzemekte
olup enzimin aktif bolgesine baglanarak substratin enzime baglanmasini
onlemektedir. Fakat enzime doniisimlii baglanan inhibitériin  substrat
konsantrasyonu artirildigi durumlarda inhibitdrlerin inhibisyon etkisi ortadan

kaldirilabilir. Bagka bir sdylemle enzimin Vmax (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek
max. hiz) degeri degismezken K, (enzimin substrata ilgisini gdsteren sabit)

degerinde artis gozlenir (Sekil 1.6) (Segel 1975; Telefoncu 1986; Keha ve
Kiifrevioglu 2009).



Sekil 1.6. Yarigmali (kompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

(www.mustafaaltinisik.org)

ii. Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon cesidinde inhibitor ve
substrat arasinda enzim aktif bolgesine baglanmada bir yaris yoktur. Ciinkii inhibitor
enziminin farkli bir bolgesine baglanmaktadir. Enzimin Vpax degeri azalirken K
degeri sabittir. Substrat ve inhibitér enzimin farkli bolgelerine baglanabilmesi ile
enzimin EI ve ESI olarak iki farkli inaktif kompleksi olusmaktadir (Sekil 1.7)
(Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Sekil 1.7. Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

(www.mustafaaltinisik.org)
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iii. Yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon tiirii ise; bir substrath
reaksiyonlarda ender goriiliirken, daha ¢ok iki substratl reaksiyonlarda yaygin olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Inhibitdr serbest enzime degil sadece enzim-substrat (ES)
kompleksine baglanabilmektedir. Bu veriler 1s1ginda inhibitorlerin var oldugu
durumlarda ortamdan siirekli olarak ES kompleksi uzaklasir ve bunun bir sonucu
olarak K, azalir. Ayrica bu ortamda ESI kompleksi siirekli var olacagindan Vmax
degeri de azalir (Sekil 1.8) (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Sekil 1.8. Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

(www.mustafaaltinisik.org)

Multienzim sistemlerin bir¢ogu, sahip olduklar1 net reaksiyon hizlarimmi diizenleme
kapasiteleri ile seri reaksiyonlar sergileyebilmekedir. Bu yilizden doniisiimlii
inhibisyon sinifinin bir alt dali olan nonkompetitif (yarigmasiz) inhibisyonunun 6zel
bir tlirli olarak karsimiza ¢ikan lineer karigik tiir inhibisyonun da; E, S ve I'nin
baglanma denge sabitleri farklilagmaktadir. Seri reaksiyonlarin son {riinii bu
sistemlerin ¢cogunda belirli bir konsantrasyona ulastiginda; sistemin ilk enzimini ya
da dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Allosterik adi verilen bu enzimlerin

gerceklestirmis oldugu bu olaya da feed-back (geri besleme) inhibisyonu denir.

2. Doniistimsiiz inhibisyon: Bu inhibisyon tiirlinde enzimlerin bir veya daha fazla
fonksiyonel grubu etkilenir. Ciinkii inhibitoriin enzime kovalent olarak baglanmasi
ya da zor ayrisabilen bir kompleks olusturmasi ile olusan bir inhibisyon ¢esididir.

Doniisiimsiiz inhibisyon da Vmax azalir, Ky, ise degisime ugramaz (Sekil 1.9) (Segel
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1975; Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu durum yarismasiz inhibisyona benzer bu
nedenle iki inhibisyon tiirlinli birbirinden ayirmak i¢in degisik enzim
konsantrasyonlarin da Vpax Olgiilerek bir grafik hazirlanir elde edilen egriden

inhibisyon tiirti belirlenir.

=
7]
=
+
o]

Sekil 1.9. Doniisimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi (www.mustafaaltinisik.org)

Enzim reaksiyonlar1 iizerinde ilk genis kinetik caligmalar 1913 yilinda
MichaelisMenten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore baslangig
enzim derigimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilig1 arastirilir.
Michaelis-Menten Bagintisi su sekilde tanimlanir. Burada Vpax; hiperbol

asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak belirtilir.

Maksimum hizin yarisina (Vmax2) Karisilik gelen substrat derisimi Ky, (Michaelis—

Menten sabiti) olarak belirtilir. Vmax ve Ky, bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli

enzim sabitleridir (Menten ve Michaelis 1913).

StE==ES —E+P

Vimad2 |-, (hiperbolik)

Vinax [S]

Vo=

Kin + [S] S

Sekil 1.10. Michaelis—Menten denklemi ve grafigi
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Michaelis—Menten grafigi 3 bdlgeden olusmaktadir. Birinci bolgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagindan ([S]<<K, grafik dogrusaldir. Ikinci bolgede
oldukg¢a biiyiikk substrat konsantrasyonlarinda herhangi bir ihmal yapilamaz,
reaksiyon karisik derecede gergeklesir. Uciincii bolgede [S]<<Kp dir. V= Vnax olur

ve reaksiyon sabit bir hizla gergeklesir. Bu amagla eksen 6lgekleri uygun sekilde
degistirilerek, degisik yollardan dogru denklemine doniistiiriilebilir. Bunlardan en
¢ok kullanilan esitlik, Lineweaver-Burk denklemidir (Lineweaver ve Burk 1934).

Michaelis-Menten denklemi; bir hiperbolik egrinin denklemi olmasindan ve
hiperbolik egrinin karakteristik noktalarini belirlemek zor oldugundan, bir enzime ait
Vmax Ve Kin” yi deneysel olarak incelemeyi kolaylastirmak igin grafigi dogrusal olan
baska denklemler de Onerilmistir. Bunlardan Michaelis-Menten denklemini tersine
gevirip c¢arpanlarina ayirmakla elde edilen Lineweaver-Burk denklemi, en sik

yararlanilandir (Lineweaver ve Burk 1934).

VMux

Sekil 1.11. Lineweaver-Burk grafigi (Wikipedia)

Km 1
4

Vmax [S] Vmax

S
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Ik olarak geleneksel yontemle enzimler substratlarinin adma veya aktivitelerini
tanimlayan bir kelime / sézciik grubuna ‘az’ son eki eklenerek adlandirilirlar. Ancak
yeni siniflamada enzimlere, Enzim Kod (E.C.) numarasi olarak 4 haneli bir numara
verilmektedir. ilk numara enzimin alt1 siniftan hangisine ait oldugunu, ikinci numara
etki ettigi kimyasal yapiyt veya fonksiyonel grubu, li¢iincii numara akseptorii,

dordiincii numara ise belli bir sinifta enzimin aldig1 sira numarasina aittir.

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan 6nerilen
ve benimsenen sistematik adlandirmada enzimler, alti biliyiik sinifa ayrilirlar, her

siifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflar1 vardir (Turgut 2009);

1. Oksidorediiktazlar:  Yikseltgenme-indirgenme  (elektron  transferi)
reaksiyonlarini katalize ederler.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine transferini
katalize ederler.

3. Hidrolazlar: Su katilmasi suretiyle baglarin pargalandigi hidroliz
reaksiyonlarini katalize ederler.

4. Liyazlar: C-C, C-O ve belli C-N baglarmin yikimini katalize ederler.

5. Izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapisal degisikleri
(izomerik sekil olusumu reaksiyonlari) katalize ederler.

6. Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfatlarin hidrolizi ile birlikte yiiriiyen karbon ve
O, S, N aras1 bag olusumunu katalizlerler.
Biyoteknolojik uygulamalarda enzimlerin yiiksek sicakliklarda hizli inaktivasyonu
biiyiilk bir problem olusturmaktadir. Enzimlerin biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilabilmeleri i¢in ¢alisma kosullarinda uzun siire stabil olmalar1 gerekmektedir.
Enzimler protein miihendisligi, immobilizasyon teknikleri, stabilize edici katki
maddeleri ya da kimyasal modifikasyon yontemleri ile uygulama kosullarinda daha
direngli bir yapiya donistiiriiliirler (Altikatoglu vd 2009). Endistriyel alanda,
ozellikle enzimatik ve biyokimyasal reaksiyonlarda kullanilan termofilik enzimler su

ozelliklere sahiptir (Adigiizel 2006);

1. Termofilik organizmalardan elde edilen enzimlerin termostabil
ozelliklerine bagl olarak raf dmiirleri uzundur.
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2. Denatiire edici ajanlara karsi daha direnglidirler. Bu o6zelligi organik
coziiclilere yliksek ve diisiik pH’ya karsi gosterdikleri direng mekanizmasiyla
saglarlar.

3. Uygun olmayan sartlarda ¢ogalabildiklerinden, genel bir direng
mekanizmasina sahiptirler.

4. Viskoziteyi ve ¢oziiniirligi arttirirlar.

5. Mezofilik sartlarda gelisen patojen mikroorganizmalar yiiksek sicaklik
degerlerinde aktivitelerini kaybettiklerinden, mikrobiyal kontaminasiyon engellenmis
olur.

6. Kararsiz bilesikler tarafindan reaksiyonlarin engellenmesini onlerler.

Modern enzim teknolojisi; gida sanayinde, yiyeceklerin korunmasinda, ham
materyallerin daha etkili kullanilmasinda, yiyeceklerin goriintii ve tat gibi
Ozelliklerinin degistirilerek kalitesinin arttiritlmasinda kullanilmaktadir. Ayrica,
termofilik enzimler ilag, yem, dericilik, kagit, kozmetik sanayide ve
ksenobiyotiklerin giderilmesinde genis bir kullanim alanina sahiptirler. Bunun yani
sira enzimler gevredeki kirliligi alaninda da etkilidirler. Ozellikle islem maliyetini
diistirmek ve ¢evreye zararlt maddelerin gideriminde kullanilmaktadirlar (Rao ve ark.

1998; Wolfgang 2004).

1.2. Peroksidaz

Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), hidrojen atomlarin1 verme egiliminde olan bilesikler

ile bu atomlari alict durumunda olan H,0, bilesigi arasindaki reaksiyonu katalizleyen

bir oksidorediiktazdir (Fodil ve ark. 2012).

POD’lar prostetik grup olarak ferriprotoporfirin 1X ihtiva eden hem proteinleridir
(Adams 1978; Whitaker 1994). POD'lar fenolik asitleri oksitleyen demir igeren
enzimlerdir (Robinson, 1991). POD enzimlerinin spesifik aktivite, optimum pH,
kofaktorler, substrat ilgisi ve inhibitorlere hassasiyet gibi biyokimyasal 6zellikleri
bakimindan farklilik gosteren bir¢cok izoenzimi vardir (Fric 1976). POD’larin

organizma igerisinde ilk olarak protein kismi sentezlenir. Ancak enzim fonksiyonel
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olarak aktif degildir. Apoprotein ile hem grubunun birlestirilmesiyle enzim aktiflik

formuna ulagmis olur (Fric 1976; Van Huystee 1987).

Guaiakol, katesin, klorogenik asit ve katekol gibi birtakim fenolik molekiiller bitki
POD’lar tarafindan peroksit karsisinda oksidasyonu gerceklestirebilir (Onsa ve ark.
2004). Yukarida sayilan aromatik molekiiller peroksidazlar tarafindan substrat olarak
kullanilarak metabolizmada meydana gelen H,O,’ i suya indirgeyerek zararsiz hale

doniistiirmektedirler (Sekil 1.12) (Robinson ve ark. 1987; Kampis ve ark. 1984).

OCH, OCH,
0CH, Q=0
OM
Peroksidaz
¢ + 4H0; ————p + KO
0 =0
Guaiakol 0cH ocH

Tetra Guaiakol

Sekil 1.12. Peroksidazlarin farkli fenolik substratlari kullanarak H,O,’ i giderme

mekanizmasi

Canli organizmada meydana gelen H,O; oksitleyici 6zellige sahip oldugu icin hizli
bir sekilde ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Hiicre iginde bu gorev
antioksidan 6zellik gosteren katalaz ve POD enzimleri tarafindan diizenlenmektedir
(Halliwell 1984). Hiicre icindeki H,O, miktar1 peroksizomlarda katalazlar tarafindan
diizenlenirken, hiicrenin diger boliimlerinde POD enzimleri tarafindan

diizenlenmektedir (Scandalios ve ark. 1994).

Yapilan c¢alismalar gosteriyor ki POD enzimi bitkilerde hiicre duvar proteinlerinin
baglanmasi (Fry 1986), ¢imlenme (Morohashi 2002), sebze ve meyvelerin yetisme

donemleri siiresince indoleasetik asit miktarinin ayarlanmasi (Agostini ve ark. 1997),
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savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa ve ark. 1991), lignin biyosentezi (Duarte ve
ark. 2000), hormonal faaliyet (Wakamatsu ve Takahama 1993) ve oksidatif stres
(Hiraga ve ark. 2001) gibi hayati fonksiyonlarda ¢ok 6nemli gorevler iistlenmektedir.
POD’un organik molekiillerin sterospesifik biyotransformasyonunda kullanilmasi bir

baska 6nemli fonksiyonudur (Adam ve ark. 1999).

POD, hidrojen peroksiti kullanarak organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu
katalizlerken, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonid aminler gibi fenolik ve fenolik
olmayan ¢ok sayida bilesigin dehidrogenasyonunu da katalizler. Bu molekiiller
arasinda 2-kresol, 2-toluidin, guaiakol, pirogallol, lokomalasit yesili, 4,4-
diaminodifenilen amin, propiyonil promozin, benzidin, o-tolidin, di-o-anisidin ve

bazi azo-boya tiirevleri sayilabilir (Fortea ve ark. 2011; Fodil ve ark. 2012).

Peroksidazlar (lignin peroksidazlari, mangan peroksidazlari, myeloperoksidaz,
bromoperoksidaz, katalaz-peroksidaz, askorbat peroksidaz ve mangan-bagimsiz
peroksidazlar1 igerisine alir), lakkaz ve H,O, olusturan oksidazlar, lignin
biyoyikimini gergeklestiren enzim sistemlerinin bilesenleridirler. Peroksidazlarin
ekstraseliiler lokasyonlar1 ve endiistriyel uygulamalardaki potansiyeli (bu
potansiyelin ¢ogu, Phanerochaete chrysosporium gibi Basidiomycota grubu
funguslara ait peroksidazlarin lignin iizerine etkisini kapsamaktadir) yakin ge¢miste
fungal peroksidazlar iizerine yapilan c¢aligmalar sayisim  arttirmigtir.  P.
chrysosporium tiirii kullanilarak {izerinde en fazla ¢alisma yapilan peroksidaz gesidi;

lignin ve mangan-bagimli peroksidazdir (Jassey ve ark. 2012).

Birinci smif igerisinde yer alan enzimler intraseliiler peroksidazlardir. Bu grup:
mitokondriyal elektron transfer zincirinde bulunan ve muhtemelen toksik
peroksidazlara karsi koruma saglayan, ¢6ziinebilir bir protein olan maya sitokrom c
peroksidazini; gelismis bitkilerdeki kloroplastlar ve sitozoldeki hidrojen peroksidin
uzaklagtirilmasindan sorumlu ana enzim olan askorbat peroksidazlari, hem
peroksidaz hem de katalaz aktivitesi sergileyen bakteriyel peroksidazlari igerisine

almaktadir (Mittler ve Zilinskas 1994; Shigeoka ve ark. 2002; Shi ve ark 2008).

Ikinci sinifta ise, lignin peroksidazlar ve mangan-peroksidazlar gibi salman fungal

peroksidazlar1 igerisine alir. Bunlar ligninin yikiminda rol alan monomerik
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glikoproteinlerdir. Mangan peroksidaz séz konusu oldugunda Mn** indirgeyici
substrat olarak gorev yapar (Fodil ve ark. 2012). Lignin peroksidazlarin izo-formlari,
lignin ve iligkili bilesiklerin depolimerizasyonunun baslangicinda merkezi bir rol
oynarlar ve azoboyalar ile diger aromatik kirleticiler iizerinde de etki gosterebilirler.
Lignin peroksidazlarin, veratril alkolii veratraldehite okside ettikleri de bilinmektedir
(Kirk ve Farrell 1987; Thakker ve. 1992). Mangan-peroksidazlar, ayni zamanda
lignin ve bir grup fenolik lignin model bilesiklerinin oksidasiyon ve
depolimerizasyonunu da hidrojen peroksit araciligi ile katalizlemektedir (Heinfling

1998; Janusz ve. 2013).

Uciincii simif {iyelerini ise, salman bitkisel peroksidazlar olusturur. Ugiincii simif
peroksidazlar da, monomerik glikoprotein yapisindadir. Bu sinif hurma yapraklari,
brokoli, lahana, arpa, bezelye, pamuk, cilek gibi bir¢ok bitki peroksidazini igeren
genis bir bitki profilini kapsamaktadir (McLellan ve Robinson 1987; Halpin ve ark
1989; Lee ve Klein 1990; Triplett ve Mellon 1992; Civello ve. 1995; Kristensen
1999; Deepa ve Arumughan 2002; Thongsook ve Barrett 2005; Nadaroglu 2009).

Peroksidaz; bir oksidorediiktaz olup HO; ile ¢esitli elektron dondrlerinin
oksidasyonunu Kkatalize eder ve protestik grup olarak ‘b’ tip heme tasir. Bu
mekanizmada enzim, Fe igeren bir porfirin katyon radikali olan bir bilesik
olusturmak i¢in peroksitin bir ekivalenti ile reaksyon verir. Bu iki elektronlu bir
yiikseltgenme ve indirgenme reaksyonu olup bu reaksiyondaki hidrojen peroksit suya
indirgenirken enzimde yiikseltgenmektedir. Bir oksitleme ekivalenti ortadaki
oksiferrili vererek demir iizerine yerlesir. Bilesik Il sonra | substrat radikali vermek
icin organik substrati yiikseltger. I, II iirliniinii vererek ikinci bir reaksiyona maruz
kalir. Bilesik 1l normal bir porfirin ligand i¢in diizenlenmis oksiferril bir merkez
icerir. Sonug olarak bilesik II diger substratla etkileserek dogal haline geri indirgenir

(Battistuzzi ve 2012).

Peroksidazlar ayrica, genis endiistriyel uygulamalara sahip olan bir enzimdir.
Peroksidazlar pH, DNA, ¢inko, bakir ve diger metallerin belirlenmesinde, gida
prosesi siiresince sekillenen reaktif oksijen tiirleri i¢in de indikatdr, fenollii regine

sentezleri i¢in ise katalizor olarak kullanilmaktadir. Ayrica peroksidaz enziminin,
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endistriyel atik sularinin iglenmesinde, yapistiricilarda, bilgisayar ¢ipleri, araba
pargalar1 ile konserve kutular1 ve davul astarlari gibi ¢ogu iiretim proseslerinde

kullanim1 hakkinda bir¢ok arastirma bulunmaktadir (Khatun ve. 2012).

POD yiiksek hassasiyeti sayesinde klinik tan1 ve mikroanalitik uygulamalar icin
oldukca 6nemli bir ayirag olarak siklikla tercih edilmektedir. Ek olarak POD kimya,
ilag ve gida sanayilerinde yeni uygulamalarla dikkat ¢ekmektedir (Kwak ve ark.

1996).

POD enzimi saglik alaninda, bagisiklik analiz kitlerinde ve labaratuar deneylerinin
kilinik teshisi igin belirteglerin O6nemli bir bileseni olarak genis bir sekilde
kullanilmaktadir. POD atik sularda olusan toksik fenollerin bozulmasinda, sentetik
boyalarin renk giderilmesinde, organik coziiciilerde fenollerin polimerizasyonunu
katalize edebilir. Son zamanlarda POD enzimi, deterjan formulasyonunun katki
maddesi olarak da kullanilmaktadir. Peroksidazlar ayn1 zamanda cesitli polimerleri
sentezlemek, organik molekiillerin stereospesifik biyotransformasyonunu ilerletmek
ve biyotedavi dolayisiyla serbest radikallere yol agan gittikge artan g¢ekici
katalizorlerdir (Humaira ve Qayyum 2010).

Pamuk elyafinin biinyesinde pigment halinde bulunan renkli maddeler, ham
pamugun sari/kahve renk/renklerinin olusumundan sorumludur. Pisirme ve miiteakip
yikamalar ile temiz elde edilse de, az miktarda pigment hala malzeme {izerinde
kalmaktadir. Bu nedenle boyanacak {iriinlerin 6nemli bir miktari i¢in agartma iglemi
gerekmektedir. Baski yapilacak veya beyaz olarak kullanilacak malzemeler icin
agartma sarttir. Pamuk {izerinden pigment boyar maddesini uzaklastirmanin en iyi
yolu oksidasyondur. Oksidan madde olarak sodyum hipoklorit (NaClO), sodyum
Klorit (NaClO;) veya hidrojen peroksit (H,O;) kullanilir. Gliniimiizde en yaygin
kullanilan agartici kimyasal hidrojen peroksittir. Endiistride iplikler iizerine fazla
miktarda hidrojen peroksit uygulanir ve agartma islemleri bittikten sonra bile
ortamda hidrojen peroksit bulunur. Bu nedenle, 6n terbiye islemi bitirilmeden 6nce
ortamdaki hidrojen peroksitin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bunun i¢in ¢ok defa
yikama yapmanin yeterli olacag diisiiniilse de, ¢evreye verilecek hidrojen peroksitin

ekolojik zararlar1 nedeniyle giinimiizde, hidrojen peroksitin peroksidaz enzimi
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yardimi ile parcalanmasi yoluna gidilmistir. Boylece boyama islemi 6ncesi kullanilan
hidrojen peroksit, durulamaya gerek kalmadan enzimatik tepkime ile su ve oksijene
doniistiiriiliir ve boylece gevreye verebilecegi muhtemel zararin 6niine gegilmis olur

(O’Neill ve. 2000).

Giiniimiizde 100.000’in iizerinde sentetik boya ticari olarak kullanilmakta ve yilda
700.000 ton boya iiretimi yapilmaktadir. Bu boyalarin %10-15’i boyama prosesleri
sonucunda atik su ile ¢evreye verilmektedir (Wong ve ark. 1999). Ortama verilen bu
tekstil boyar maddelerinin tiim canlilar {izerinde olumsuz etkileri bilinmektedir

(Soares ve ark. 2001; Friedrich ve ark. 2005).

Farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemler veya bunlarin kombinasyonlari
kullanilmasina ragmen biitiin bu yontemler tekstil atik suyunun aritilmasinda ¢ok da
etkili olamamaktadir. Son donemlerde uygun mantarlar ya da bakteriler kullanilan
mikrobiyal aritim yontemleri {izerinde galismalar siirmektedir. Oksijensiz ortamlarda,
atik suyun renginin giderilmesi islemlerinde ¢ogunlukla ¢esitli bakteri suslarinin
birlesimi kullanilmaktadir (Gottlieb ve ark. 2003). Ancak bdylesi boyalarin
parcalanmasi zehirli aminlerin ortaya c¢ikmasi ile sonuglanir. Bu nedenle, bu
bilesiklerin oksijenli ortamda oksidatif olarak parcalanmasi tavsiye edilmektedir
(O’Neill ve ark. 2000).

1.2.1. Enzim kokeni

Bitki POD'lar1, izoelektroforetik hareketlerine goére ii¢ alt gruba (asidik, notr ve
katyonik) bdliinebilir. Birincil yapidaki farkliliklara dayanarak, bitki peroksidaz
stiper ailesi ti¢ sinifa ayrilabilir: Siif I, II ve III. Simif I POD’lar, bitkilerde,
bakterilerde ve mayalarda hiicre igi enzimleri igerir. Sitokrom c peroksidaz (CcP),
askorbat peroksidaz (APX) ve bakterial katalaz peroksidazlari igeren hiicre igi
peroksidazlardir. Simif I POD’lar manganaz peroksidaz, lignin peroksidaz (LiP) gibi
salgilanan “fungal enzimleri” hiicre dis1 peroksidazlaridir. Sinif 11, klasik bitkilerden
salgilanan peroksidazlar1 igerir. Kararli olmasi ve yabani turp (horseradish)

koklerinden kolayca izole edilmesi nedeniyle birgok uygulamada yer alan
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“horseradish peroksidaz” izoenzim C (HRP) III. Grup’ta yer almaktadir. Peroksidaz
ailesinin yapi-fonksiyon iliskileri ile ilgili ¢aligmalarin ¢ogu, III. grup’un temsilcisi
gibi alimnan HRP ile ¢alisilmistir (Rodrigez-Lopez 1996). Simif III peroksidaz
enzimleri yaklasik 300 amino aside sahiptir (Clemente, 2002).

Mevcut siniflandirmaya gore, bitki peroksidaz siiper ailesi prokaryotik enzimler
(bakteriyel katalaz-peroksidazlar, maya sitokrom c¢ peroksidaz, bitki askorbat
peroksidazlari), fungal enzimler (lignin ve manganez peroksidazlar ve bitki tiirii
enzimler) ve bitkilerden elde edilenlerdir.

Bitki hiicrelerinde ¢oziiniir, iyonik veya kovalent olarak hiicre duvari bilesenleri
formlarina baghdirlar. Bu enzimler, cesitli islemlerde, 6rnegin hiicre duvarma bagh
POD’lar, lignifikasyon siireci ve bitki savunma mekanizmalari ile hiicre biiylimesidir
(Belcarz ve digerleri, 2008).

POD’ un bircok bitkide bulundugu kayit edilmistir (Civello ve digerleri, 1995).
Bunlar arasinda, bahar lahanasi (Belcarz ve digerleri, 2008), portakal (Clemente,
2002), kivi meyvesi (Fang ve digerleri, 2008), nane yapraklar: (Shalini ve digerleri,
2008), kirmizibiber (Serrano Martinez ve ark. 2008), yaban turpu (Veitch, 2004;
Sariri ve digerleri, 2006), kakao ¢ekirdegi (Sakharov ve Ardila, 1999), havug (Soysal
ve Soylemez, 2005), misir kokii (Maksimovi¢ Butterut), kabak (Agiiero ve digerleri,
2008), domates (Savic ve digerleri, 2008) ve aygicegi kokleri (Jouili ve ark, 2008)

ornek olarak gosterilebilir.

1.2.2. POD'un fizyolojik rolii

Bu enzim hormonlarin diizenlenmesi, savunma mekanizmalari, meyve ve sebzelerin
bliylimesi ve olgunlagsmasi sirasinda indolasetik asidin bozunmasi ve lignin
biyosentezi gibi bir¢ok bitki fonksiyonunda bulunur. POD, lignin olusum siirecinin
ge¢ evrelerine ve patojenik mikroorganizmalar tarafindan hasar goren veya bu
organlarla bulasmis dokularin korunmasina katilir. Enzimin, 1-aminosiklopropan-1-
karboksilik asidi (ACC) etilen haline doniistiirmek icin in vitro kapasitesi zaten
kurulmustur. Dahasi, fenollerin varliginda klorofili in- vitro olarak degrade edebilir
ve indolasetik asidin oksidasyonuna katilabilir oldugu diisiincesiyle asit POD’larin

lignifikasyon siirecine katilacagi bir model 6nerilmistir (Civello ve digerleri, 1995).
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POD, bitkilerde hastalik, hiicresel hasar, travma hasari, enfeksiyon vb. gibi
biyokimyasal bir gosterge olarak en yaygin kullanilan enzimdir. POD aktivitesi,
meyvelerde olgunlasma ve yaglanma sirasinda artmaktadir. Mango, iiziim, elma,
armut ve muz bunlara ornektir . Etilen biyojenezi gibi, membran biitiinliigii, solunum
kontrolii ve oksin ve sitokinin oksidatif metabolizmas1 gibi bitki sistemlerinde

diizenleyici bir rol oynar (Ory ve Angelo, 1977).

1.2.3. POD'un Fiziki Ozellikleri

1.2.3.a. izoenzimler

Peroksidazin birden fazla formunun ortaya ¢ikmasi ilk olarak yabanturpu koklerinde
bulunmustur. Bu doku, molekiil agirligi ve amino asit bilesiminde benzer birkag
biiyiik izoenzim formlari igerir (Ory ve Angelo, 1977). Sebze ve meyveler i¢in diisiik
ve yiiksek pl degerlerine sahip anyonik ve katyonik tiirler de dahil olmak iizere
cesitli isoperoksidazlarin hem ¢oziiniir hem de iyonik olarak baglanmis formlar
olarak ekstrakte edilebilecegi bulundu (Forsyth ve Robinson, 1998).

POD'lar ¢ok sayida izoenzimatik formda bulunur ve izoelektrik noktalarina gore
anyonik (asidik) ve katyonik (bazik) tiirlere ayrilirlar. Anyonik POD'lar lignifikasyon
ve suberinizasyon siireglerinde yer alirlar. Bununla birlikte, katyonik POD'lar, lignin
ve siiberinin biyosentezinde yer alir (Hatzilazarou ve ark., 2006).

Kore turpunda en az sekiz adet izoperoksidaz bulunmaktadir ve altist
homojenizasyon ile saflagtirilmigtir. Kore turp peroksidazlarinin fiziko-kimyasal,
katalitik ve immiinolojik oOzellikleri, farkli isoperoksidazlarin in vivo fizyolojik
substratlara kars1 farkli 6zgiilliiklere sahip olabilecegini gostermistir (Lee ve ark.
2001).

1.2.3.b. Nonprotein (protein olmayan) kisim

POD'lar, ¢ok gesitli organik ve inorganik bilesiklerin oksidasyonu i¢in H,0,'yi
diistiren heme igeren enzimlerdir. POD'lar, demir igeren peroksidazlar ve

flavoprotein peroksidazlar olarak smiflandirilmistir. Demir igeren peroksidazlar
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ayrica ferriprotoporfirin peroksidazlar ve verdoperoksidazlar olarak 2 alt gruba
ayrilirlar. Ferriprotoporfirin grubu, yiiksek bitkilerde (yaban turbu, turpgil, salgam,
incir sap1), hayvanlarda ve mikroorganizmalarda (maya sitokrom c¢ peroksidaz)
bulunur. Bu peroksidazin tamaminda, hem grubundan ferriprotoporfirin 111 bulunur;
bunlar, asidik aseton ile muamele goren protein molekiiliidiir. Ferriprotoporfirin I11
kofaktoriinden otiirii saflastirildiginda enzimler son derece kahverengi renktedir
(Whitaker, 1993).

Flavoprotein peroksidazlar, Streptococcus faecalis de dahil olmak iizere gesitli
streptokoklardan ve birka¢ hayvan dokusundan saflagtirilmigtir. Bu peroksidazlarin

hem grubu FAD'dir (Whitaker, 1993).

1.2.3.c. Substrat spesifikligi

POD'lar birgok maddenin oksidasyonunu katalize eden oksitleyici enzimlerdir.
(Sariri ve digerleri, 2006). Bu enzim asagidaki tepkimeyi katalize eder:

ROOH + AH; — A + H,0 + ROH

Burada A bir hidrojen vericisidir (Goglis ve Fadiloglu, 2006). Bazi iyi bilinen
peroksidaz substratlari (hidrojen vericiler), yani katesin, vanilin, o-dianisidin (Lee ve
digerleri, 2001; Leon ve dig., 2002; Clemente, 2002; Soysal ve Soylemez, 2005;
Dogan ve digerleri, 2007; o-fenilendiamin (Lee ve digerleri, 2001; Sakharov ve
digerleri, 2002; Leon ve digerleri, 2002; Dogan ve digerleri, 2007), diaminobenzidin
ve tropolon (Ratcliffe ve ark.1994), 2,2-azino-bis-3 etilbenzotiazol-6-siilfonik asit
(ABTS) (Rodrigo ve digerleri, 1996; Rani ve Abraham, 2006; Serrano-Martinez ve
digerleri, 2008), guaiakol (Thongsook ve Barrett, 2005a; Ghamsari ve digerleri,
2007; Jouili ve digerleri, 2008; Rudra ve ark., 2008), katekol (Sakharov ve Ardila,
1999; Troiani ve ark., 2003) ve pirogalloldiir (Soysal ve Séylemez, 2005).

POD substratlar1 geleneksel olarak oksidasyon oranlarina gore iki gruba ayrilabilir.
Yavas oksitlenmis substratlar grubu, elektron vericileri igerir. Ozellikle, bitkilerde
yiiksek islevsel etkinlige sahip olan maddeler NADH, indol-3-asetik asit (IAA) ve
askorbik asit (AA). POD, indol-3-asetik asitin hem hidrojen peroksit iceren hem de
icermeyen oksidasyonunu katalize eder (Rogozhin ve Rogozhin, 2004).
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POD'lar in vitro olarak yaygin olarak kullanilan bir indirgeyici substrat olan
guaiakolii (o-metoksifenol) oksitleyen POD'lara guaiakol peroksidazlar denir. Bunlar
sitozol, vakuol, hiicre duvari, apoplast ve hiicre dis1 ortamda bulunur, ancak
organellerde yoktur ve bitki biiyiimesi ve gelisimi ile ilgili bir dizi proseste yer aldigi
diistiniilmektedir. Askorbat peroksidazlar, bitki peroksidazlarina ait tercihi gosteren

baska bir bitki grubuna aittir (Ghamsari ve digerleri, 2007).

1.2.3.d. Optimum pH

Farkli POD'lar tarafindan kataliz i¢in en uygun kosullarin ayni olmadigi ¢ok iyi
bilinmektedir. POD reaksiyonlarmnin c¢esitli pH bagimliligi, farkli substratlar i¢in
farkli oldugu bildirilmistir (Sakharov ve digerleri, 2002) Ote yandan, degisik
substratlart kullanarak g¢esitli kaynaklardan elde edilen peroksidazlarin optimum pH
degerleri farklilik gostermektedir. (Thongsook ve Barrett, 2005a).

Cesitli kaynaklardan aritilmig POD 'larin optimum pH’lariin g¢ogunlukla 4.5-6.5
araliginda oldugu bildirilmistir. Asidik salgam peroksidazlari i¢in optimum pH'm, H
vericisi olarak ABTS ile 5 ile 5.5 arasinda oldugu bildirilmistir (Duarte-Vazquez ve
ark.2000). Domates suyundaki POD izoenziminin, H vericisi olarak guaiakol ile 5.5
optimum pH'ya sahip oldugu bildirilmistir (Jen ve digerleri, 1980). Cilek POD i¢in
optimum pH degeri pH 6 (Civello ve digerleri, 1995), patates filizi ve yumrular1 i¢in
sirastyla 4-4.5’ tir (Boucoiran ve ark., 2000). Ispanak yapragin i¢in optimum pH 5.2
ve karnabahar ig¢in 5 (Koksal ve ark. 2007) olarak bulunmustur. Palmiye agag
yapraklarindan heme-peroksidaz genis bir pH araliginda dengelidir ve maksimum pH
degeri pH 7.0'da bulunmustur . (Sakharov 2001)

Tartary karabugday kepegi POD'sinin pH egrisinin, substrat olarak guaiakol
kullanildiginda pH 4.5 ile 9.0 arasinda daha genis bir stabil aralik, optimum pH"
yaklagik 6.5'de ve asidik ve alkalin kosullara karsi kararli oldugu bulunmustur
(Zhang ve digerleri, 1999). Vanilya POD yaklasik 3.8 'lik bir pH'da maksimum
aktiviteye sahiptir (Marquez ve digerleri, 2008). Marul meyvesi i¢in palmiye yapragi
POD i¢in optimum pH degeri 5.0'dir (Deepa ve Arumughan, 2002). Fistik POD i¢in
3.6 (Ravindra ve Van-Huystee, 1984), 4.0'dir (Mdluli, 2005). Brokoli igerisindeki
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POD izoenzimleri, nétr peroksidaz i¢in 6.0 ve asitik peroksidaz i¢in 4.0 optimum bir

pH degerine sahip olduklar1 bildirilmistir (Thongsook ve Barrett, 2005a).

1.2.3.e. Optimum sicakhik

Farkli enzim kaynaklari, farkli optimum sicaklik degerlerini gostermektedir. Cesitli
kaynaklardan POD' un optimum sicakligi 25-40 °C araliginda degisir. Ornegin
optimum sicaklik degeri Vanilya POD i¢in 16 °C (Marquez ve digerleri, 2008) {iziim
POD i¢in 40 °C (Sciancalepore ve digerleri, 1985), ¢ilek POD igin 30 °C (Civello ve
digerleri, 1995) ve aygicegi POD igin ise 40 °C' dir (Jouili ve digerleri, 2008)
Ispanak yapragi ve karnabahar i¢in optimum sicaklik degerleri sarasiyla 60 °C ve 30

°C olarak bulunmustur (Koksal ve ark. 2007)

1.2.3.f. izoelektrik nokta (pl)

Yiiksek bitkilerde bulunan POD, bazik, n6tr veya asidik pl'yi icerir ve tek bir sebze,
genis pl degerlerine sahip birka¢ izoenzim igerebilir. Asidik POD'lar, salgam
koklerinde bulunur, pl 3 (Duarte-Vazquez ve ark., 2000); biber meyveleri, pl 3.8
(Pomar v.d., 1997); patates yumrusu filizi, pI 3'iin ¢6ziiniir fraksiyonu (Boucoiran ve
digerleri, 2000) ve domatesin tuz ekstresi, pl 3.5 (Marangoni ve digerleri, 1989). ve
patates yumrusu filizlerinin ¢oziiniir fraksiyonu pl 10 olarak bulunmustur (Boucoiran
ve digerleri, 2000) No6tr salgam POD'sinin pl'si 7.2 olarak bulunmustur (Duarte-
Vazquez ve digerleri, 2001).

Olgunlastirilan muz meyvelerden elde edilen POD, izoelektrik noktalar1 yaklagik 3.3
ile 9.5 arasinda degisen en az oniki izoenzimden olusur (Ory ve Angelo, 1977).
Yabanturpu POD'nun baslica ii¢ izoenzimi, 6.1, 6.9 ve 8.9 pl degerlerine sahiptir
(Wong, 1995). Saflagtirilmig turp peroksidazin pl degerleri 4.5, 5.2 ve 9.0’dur
(Clemente, 2002). Cilek meyvesinde iki POD izoenzimi tespit edilmistir. Temel
izotropik noktalar 9.5-10.0 olarak belirlenmistir (Civello ve digerleri, 1995). Kokulu
sardunya kallusundan gelen isperoksidaz 3 farkli izoelektrik noktaya sahiptir: 9.1,
9.0, 8.6 (Lee ve digerleri, 2001). Brussel filizindeki dort isperoksidazin izoelektrik
noktalar1 3.5, 4.9, 9.5, 8.8'dir (Forsyth ve Robinson 1998). Brokoli pl sirasiyla asidik,
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notr ve bazik POD'lar i¢in yaklasik 4, 5 ve 8 iken (Thongsook ve Barrett, 2005a)
marula meyvesi i¢in 5,7 dir (Mdluli, 2005).

1.2.3.9. Molekiiler agirhk

Cesitli kaynaklardan POD'mun molekiil agirligt 26-70 kDa arasinda bildirilmistir.
Bildirilen molekiil kiitlelerden bazilari, fistik POD igin 42 kDa (Chibbar ve Huystee,
1984), ¢ilek POD i¢in 56 kDa (Civello ve digerleri, 1995), brussel filiz POD i¢in 26-
48 kDa (Forsyth ve Robinson, 1998), turp i¢in 40 -46 kDa (Paul ve Stigbrand, 1970,
yesil kuskonmaz POD'U i¢in 34 kDa (Wang ve Luh, 1983), yag palmiyesi yaprag: ve
piring POD'lar1 i¢in 48 kDa (Ito ve digerleri, 1991; Deepa ve Arumughan, 2002) ,
karnabahar i¢in 85 kDa (Ko6ksal ve ark. 2007) ve domates i¢in 43 kDa' dur (Jen ve
dig., 1980), portakal POD'nun on bir izoenzimi, 22-44 kDa (Clemente, 1998)
arasinda molekiil agirligina, notr ve bazik brokoli POD'larin molekiiler kiitleleri 43
kDa ve asidik peroksidazin molekiiler kiitlesi 48 kDa'dir (Thongsook ve Barrett,
2005a) ve cilek meyvesinde iki POD izoenzimi saptanmustir; basit tipte ve molekiil
kiitleleri sirasiyla 58.1 ve 65.5 kDa (Civello ve digerleri, 1995). Gozlemlenen
farkliliklar, bitki POD'larinda bulunan glikan zincirlerinin sayis1 ve kompozisyonunu
iceren polipeptit zinciridir (Van Huystee ve ark, 1992; Duarte-Vazquez ve dig.,
2001).

1.2.3.h. Katalitik ozellikler

POD'lar i¢in bildirilen dort tiir katalitik aktivite vardir. Bunlar peroksidatik,
oksitleyici, katalitik ve hidroksilasyon reaksiyonlaridir. POD, oksidatif reaksiyonlari
(oksijenin elektron alict oldugu) ve klasik peroksidatik reaksiyonlar1 katalize eder
(hidrojen peroksit elektron alicidir) (Kay ve digerleri, 1967; Swedin ve Theorell,
1940). Daha genel olarak fizyolojik bakimdan en oOnemli oldugu diisiiniilen
peroksidatik reaksiyon, diger ii¢ reaksiyondan daha kapsamli olarak incelenmistir.

Peroksidatik reaksiyonlar, p-kresol, guaiakol, resorsinol, benzidin ve o-dianisidin
gibi ¢ok ¢esitli hidrojen vericilerinin varliginda ortaya ¢ikar. Belli POD'lar NADH,

glutatyon veya sitokrom c gibi belirli hidrojen vericiler i¢in daha biiyiik bir afiniteye
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sahip gibi gorinmektedir. Fizyolojik Onem tasiyan hidrojen vericilerinin
aydinlatilmasina yonelik bir yaklagim afinite kromotografisinin kullanilmasidir.
Hasat sonrasi dokularda su anda en bariz Oneme sahip peroksidatik reaksiyon,
fasulye ve kuskonmaz gibi sebzelerin sertlesmesini derinden etkileyebilen
lignifikasyondur.

Hidrojen verici yoklugunda, POD hidrojen peroksidi suya ve oksijene doniistiiriir,
ancak bu reaksiyon peroksidatik ve oksitleyici reaksiyonlardan yaklasik 1000 kat
daha yavastir.

Oksidatif reaksiyon, molekiiler oksijen ve uygun bir hidrojen vericisinin varligin
gerektirir. Hidrojen verici olarak adlandirilan 6rnekler, indol-3-asetik asit (IAA),
oksalasetik asit, askorbik asit ve hidrokinondur. Peroksidazin IAA oksidaz
fonksiyonu, hasat sonrasi meyve ve sebzelerde son derece dnemli goriinmektedir.
Sitokininlerin POD tarafindan oksidize edildigine dair yeni kanitlar da vardir ( Ray,
1958). Oksidatif fonksiyon, membran lipid oksidasyonu ve temel tiol gruplarinin
oksidasyonu gibi bozulma reaksiyonlarina katkida bulunabilir. Bitki biiyiime
hormonunun, indol-3-asetik asitin oksidatif bozunmasini katalize eden enzimin bir

peroksidaz oldugu yoniinde 6nemli kanitlar vardir (Ray, 1958).

1.2.3.1. inhibitorler ve aktivatorler

Inhibitérler POD tarafindan katalize edilen reaksiyon oranlarmi degisik sekilde
etkileyebilir. Siyaniir, floriir ve azid iyonlari, heme demirinin altinc1 koordinasyon
pozisyonunda kararli komplekslerin olugsmasiyla POD'nun katalitik aktivitesini
inhibe ederek H,0O; ile reaksiyonu onler. Bir dizi organik bilesik ara oksitler ile
reaksiyona girerek peroksidazi inhibe eder. (Vallee ve Ulmer, 1972).

Bazi maddeler POD'u kimyasal olarak tepkimeye sokarak etkisiz hale getirir.
Ornegin, fenilhidrazinin geri dondiiriillemez inaktivasyon etkisi, serbest radikal
tirlinler (muhtemelen bir triptofan kalintis1) ile POD’un fonksiyonel gruplarinin
modifikasyonundan kaynaklanmaktadir. (Rogozhin ve digerleri, 2000).

Bazi1 metal iyonlarinin POD aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi de bildirilmistir.

Eupatorium odoratum'dan izole edilen POD, Hg?*, K*, Ca®" gibi metal iyonlarina
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kararli bulunurken; Mg?*, Zn** ve Mn?* 1n ilavesi ile enzim aktivitesinde hafif bir
diisiis gozlemlenmistir (Rani ve Abraham, 2006).

Denenen bazi metal iyonlariin vanilya fasulyesi POD (Mg2 Y cu®tve Ca? B
tizerinde diisiik inhibitor etkiye sahip oldugu, Fe? *ve ng * 'nin 6nemli peroksidaz
onleme ozelliklerine sahip oldugu bulunmustur (Marquez ve ark., 2008).

Bitki POD aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir (Marquez ve digerleri, 2008). Sodyumun Eupatorium odoratum'dan
izole edilen POD'un CI" varliginda aktivitesini arttirdigi bildirilmistir (Rani ve
Abraham, 2006). Guaiakol veya o0-dianisidin oksidasyon oranlari CaCl, ile
arttirllmistir (Vianello ve ark. 1997). Glikoz ve siikroz ile POD aktivasyonu

gbzlemlenmistir (Nicoli ve digerleri, 1991).

1.2.3.i. Michaelis-Menten sabiti (Ky,)

Farkli kaynaklardan gelen POD'un farkli kinetigi vardir. Ayrica, her bir POD
izoenzimi, farkli hidrojen verici ile farkli reaksiyon oranini gdsterir.

Yesil bezelyenin ii¢ izoenzimi bulunmustur. Bu izoenzimler igin, hidrojen verici
olarak kullanilan guaiakoliin K, degerleri 10.2, 10.8 ve 10.2 mM olarak bulunmus
ve hidrojen peroksit i¢in her izoenzim i¢in 2.6, 7.2 ve 4.3 mM olarak bulunmustur.
Hidrojen verici olarak pirogallol i¢in Ky, degerleri 4.2, 6.2 ve 2.0 mM ve hidrojen
peroksitte peroksitin her izoenzimi i¢in 2.6, 2.8 ve 3.0 mM bulunmustur (Halpin ve
digerleri, 1989).

Havu¢ POD'simmin bulunan K, degerleri, guaiakol i¢in 1.4 mM, o-dianisidin i¢in
7.7x10° mM ve pirogallol i¢in 0.34 mM olarak bildirilmistir (Soysal ve Soylemez,
2005). Vanilya fasulyesi peroksidazi i¢in, guaiakol i¢in Ky degeri 3.8 mM olarak
bulunmustur (Marquez ve digerleri, 2008). Palmiye yapragi peroksidazinin Kp,
degeri 3.96 mM (Deepa ve Arumughan, 2002), 1spanak peroksidazi 1.66 mM (Chen
ve Asada, 1989) ve bezelye peroksidazi 0.04 mM olarak (Mittler ve Zilinskas, 1991)

bulunmustur.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kiiresel yetistirilen ve tiiketilen bugdayin yaklasik %95’ ekmeklik bugdaydir
(Triticum aestivum). Ekmeklik bugday yaklasik 9000 yil 6nce ortaya ¢ikmis nispeten
yeni bir tiirdiir ( Feldman ve Dar1 2001). Bugday tanesi yapisal, metabolik, koruyucu
veya depolama islevleri olan yiizlerce protein igerir (Shewry 2009). Bunlar ana
depolama bilesenleri ve toplam tahil proteinin % 8’ inden sorumlu olan gluten
proteinleri igerir (Wrigley ve ark., 1988).

POD yaygin olarak bir¢ok bitkide mevcut olmakla beraber ticari olarak en 6nemli
kaynagmin yaban turpu kokleri oldugu yapilan ¢alismalarla bulunmustur. Diger
taraftan farkli POD enzim tiirlerinin mevcudiyeti yeni analitik metotlarin ve
potansiyel endiistriyel islemlerin gelismesine katki saglamistir (Giilgin ve Yildirim
2005). POD enzimi birgok bitkiden, 6rnegin hurma yapraklarindan (Deepa ve
Arumughan 2002), brokoliden (Tipawan and Barrett 2005), tatli patates
yumrularindan (Leon ve ark. 2002), salgamdan (Hamed ve ark. 1998; Duarte ve ark.
2001), 1sirgan otundan (Giilgin 2002), kavundan (Rodriguez ve ark. 2000), biirtiksel
lahanasindan (McLellan ve Robinson 1987), lahanadan (McLellan ve Robinson
1987), karalahanadan (Giilgin ve Yildirim, 2005), arpadan (Kristensen 1999),
bamyadan (Yemenicioglu ve ark. 1998), portakaldan (Clemente 1998), cay
yapraklarindan (Kvaratskhelia ve ark. 1997), biberden (Pomar ve ark. 1997),
karnabahar (Koksal ve ark. 2007) havugtan (Nair ve ark. 1996), tiitinden (Gazaryan
ve Lagrimini 1996), yesil bezelyeden (Halpin ve ark. 1989; Lee ve Klein 1990),
1spanaktan (E1 Shamei 1987), pamuktan (Triplett ve Mellon 1992),domatesten (Jen
ve ark. 1980; Signoret ve Crouzet 1982) , cilekten (Civello ve ark. 1995) , bal
kabagindan, karnabahardan ve i1spanak yapragindan (Koksal ve ark. 2007)
saflastirilmistir.

Bitkilerden saflastirilan peroksidaz enzimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin hepsinde
bircok izoenzim yapilari bulunmustur. Cesitli bitki kaynaklarindan saflastirilan bu
izoenzimler igin genelde farkli molekiiler agirlik, stabil sicaklik, optimum pH,

substrat spesifitesi ve fizyolojik rol belirlenmistir (Tipawan ve Barrett 2005).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0733521013000969#bib24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0733521013000969#bib59
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0733521013000969#bib69
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Ornegin enzimin molekiil kiitlesi brokoli (Tipawan ve Barrett 2005) ve domateste
(Jen ve ark. 1980; Signoret and Crouzet 1982) 43 kDa, hurma yapraklar1 (Deepa ve
Arumughan 2002) 48 kDa olarak tayin edilmistir. Olduk¢a farkli molekiil kiitleleri
ise kuskonmazda (Civello ve ark. 1995) 34 kDa ve gilekte (Civello ve ark. 1995) 65
kDa olarak tayin edilmistir. Ayrica Giil¢in ve Yildirinm (2005) tarafindan kara
lahanadan (Brassica oleracea var. Acephala) saflagtirilan peroksidazin molekiil
kiitlesi SDS-PAGE metoduyla digerlerinden farkli olarak 95 kDa olarak
belirlenmigstir. Lahana yapragi icin POD molekiill agirhg 67 kDa olarak
belirlenmistir (Pandit ve P. Kharatmol, 2013) Acorus calamus i¢in 32kDa (Ghosh,
2006), biberiye i¢in 33 kDa (Aghelan ve Shariat 2015), salgam kokiinde 36 kDa
(Duarte-Vazquezve ark. 2001), Horseradish'ta 40 kDa ve Aspergillus terreus igin 43
kDa'lik molekiil agirligi oldugu bildirilmistir. Koksal ve ark.(2007) tarafindan
yapilan bal kabagindan peroksidazin saflagtirilmasi ¢alismasinda peroksidaz
enziminin molekil agirligi 85 kDa olarak bulunmustur. Literatiire gore bitki
peroksidazi ig¢in en yiiksek molekiiler agirlik 95 kDa kara lahana igin
bildirilmistir.(Giil¢in ve Yildirim, 2005)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Na,HPO,4, NaCl, Tris-HCI, CH3;COONa.3H,0, Guaiakol, H;0,, NH4(SO,),,
Coommassie Brillant Blue G250, Etanol, Akrilamid-bisakrilamid, SDS, Glisin,
izopropil alkol, TCA, metanol, asetik asit, sitrik asit, CTAB, EDTA, sodyum azid,
PER, TEMED, Tris, p-merkapto etanol, CuSO4.5H,0, CgHsNazO7, Na,CO3, NaOH,

Phenol —Folin —Ciocalteu reaktifi.

3.1.2. Yaralanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre
Kar-buz makinesi
pH-metre

Hassas terazi

Dikey elektroforez cihazi
Su banyosu

Calkalayici

Vorteks

Peristaltik pompa:

Isiticili magnetik karistiric
UV-Spektrofotometre kiiveti
Sogutmali santrifiij

Perkin elmer lambda 35
Mayo ZBS100

Hanna ph20

Shimadzu ATX224

Bio-rad mini protean tetra cell

Memmert WNE 22
WiseShake

Daihan VM-10 1
Ismatec MCP

Daihan MSH20A
3 cm®’liik kuartz kiivet

Selecta centrofriger
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3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3. a. Enzim homojenati ile ilgili ¢ozeltiler

1. Fosfat tamponu (0,1 M NayHPO,, pH: 7): 14,2 g Na,HPO,4 80 ml saf suda
¢ozildi ve pH’s1 HCI ile 7’ye ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 100 ml* ye
tamamlandi.

2. Aktivite olgtim ¢ozeltisi (0,1 M NayHPO,, pH: 7): 14,2 g Na;HPO4, 80 mli
saf suda ¢oziildii ve pH’s1 HCI ile 7°ye ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 100 mI’

ye tamamlandi.

3.1.3.b. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz i¢in kullanilan ¢ozeltiler

1. Diyaliz tamponunu i¢in, 1 M Na;HPO, (pH 7) ¢ozeltisi kullanildi (3.1.3.a).
3.1.3.c. lyon-degisim kromatografisi i¢in kullanilan ¢ozeltiler

1. Yikama tamponu i¢in 0,1 M Na;HPO4 (pH 7) ¢ozeltisi kullanildi (3.1.3. a)

2. Eliisyon ¢ozeltisi (10 mM Na,HPO,4, pH: 6,5): 35,5 g Na,HPO4, 220 ml saf
suda ¢oziildii ve pH’s1t 6’ya ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 250 ml’ye
tamamlandi.

3. Gradient ¢ozeltisi (I M NaCl): 14,6 g NaCl alinarak hacmi yikama

tamponu ile 250 ml olacak sekilde hazirlandi.

3.1.3.d. Jel-filtrasyon kromatografisi i¢in kullanilan ¢ozeltiler
Eliisyon ¢ozeltisi i¢in 0,1 M Na,HPO, (pH 7) ¢ozeltisi kullanildi (3.1.3. a)

3.1.3.e. pH’nin etkisinin incelenmesi i¢in kullanilan ¢ozeltiler
Asetat tamponu, fosfat tamponu, tris tamponu, 45 mM’lik guaiakol, 22,5 mM’lik
H,0, boliim 3.1.3.e’de anlatildig1 gibi hazirlandi.
3.1.3.f. Optimum pH ¢alismasi sirasinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 45 mM’lik Guaiakol ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 247 pl guaiakol alindi ve
toplam hacim saf su ile 50 ml’e tamamlandi.

2. 22,5 mM’lik H,0; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 254 pl %30’luk H,0; alindi

ve toplam hacim saf su ile 100 ml’e tamamlandi.
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3. 0,1 M’lik asetat tampon ¢dzeltilerinin hazirlanmasi: 100’er ml’lik {i¢ adet
beher alindi ve her birine 1,36 g CH3COONa.3H,0 tartilarak konuldu ve 80 ml saf
suda ¢6ziildii. pH metre yardimiyla 0,1 M’lik HCI kullanilarak pH’lar1 ile sirayla 3,0,
3,5 ve 4,0’e ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 100 ml’e tamamlandi.

4. 0,1 M’lik Fosfat tampon ¢o6zeltilerinin hazirlanmasi: 100’er ml’lik alt1 adet
behere alindi ve her birine 1,42 g Na,HPO, tartilarak konuldu ve 80 ml saf suda
¢oOziildii. pH metre yardimiyla 0,1 M’hik HCI kullanilarak pH’lar1 sirayla 5,0, 5,5,
6,0, 6,5, 7,0 ve 7,5’e ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 100 ml’e tamamlandi.

5. 0,2 M Tris-0,1 M HCI tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 100’er ml’lik {i¢
adet behere sirasiyla her birine 2,423 g Tris tartilarak konuldu ve 80 ml saf suda
¢ozildil. pH metre yardimiyla 0,1 M’lik HCI kullanilarak pH’lar1 yine sirayla 8,0, 8,5

ve 9,0’a ayarland1 ve toplam hacim saf su ile 100 ml’e tamamlandi.

3.1.3.9. Sicakligin etkisinin incelenmesi i¢in kullanilan ¢ozeltiler
Asetat tamponu, fosfat tamponu, tris tamponu, 45 mM’lik guaiakol, 22,5 mM’lik
H,0O, bolim 3.1.3.¢’ de anlatildigr gibi hazirlandi.

3.1.3.h. Iyonik siddet i¢in kullanilan ¢dzeltiler

45 mM’lik guaiakol, 22,5 mM’lik H,O; boliim 3.1.3.e’ de anlatildig1 gibi hazirlandi.
Bunlara ek olarak 0.025 -0.05-0.1-0.2-0.3-0.4-0.5 M ‘lik Na,HPO, hazirland.

3.1.3.1. Enzim i¢in Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi
45 mM’lik Guaiakol ( 3.1.3.e ), 22,5 mM’lik H,O; ( 3.1.3.e) ¢6zeltilerine ek olarak
H,0, ve guaiakolden 10-20-40-50-60 mM hazirlandi.

3.1.3.i. Kantitatif protein miktar1 tayininde kullanilan ¢ozeltiler

1. A reaktifi: 0.5 gr CuSO4.5H,0 1 gr CsHsNazO; 100 mL distile suda
¢Oziilerek hazirlandi.
B reaktifi; 20 gr Na,CO3 ve 4 gr NaOH 1 mL distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.
C reaktifi; 50 mL B c¢ozeltisine 1 mL A ¢06zeltisi ilave edildi. A ve B reaktifleri
hazirlandiktan sonra, numune sayisina gore C reaktifi hazirlanip bekletilmeden

kullanildi.
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D reaktifi (Phenol —Folin —Ciocalteu reaktifi): Bu reaktif numune sayisina gére her

numuneye 250 ul olacak sekilde hesaplandi ve v/v oraninda distile su ile hazirlandi.

3.1.3.j. SDS-Poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) igin kullanilan ¢6zeltiler
1. Akrilamid-bisakrilamid ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 30 g akrilamid ve 0,8 g

bisakrilamid karisimi1 100 ml suda ¢oziildii.
2. %10’luk SDS ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g SDS 90 g saf suda ¢oziildii.

3. 0,5 M’lik Tris-HCI ¢6zeltisinin hazirlanmasi (pH 6,8): 6 g Tris 40 ml suda
¢oziildi. 1 M’lik HCl ile pH 6,8’¢ ayarlandi ve toplam hacmi 100 ml’ye tamalandi.

4. 3 M’lik Tris-HCI ¢6zeltisinin hazirlanmasi (pH 8,8): 36,3 g Tris saf suda
¢ozildii ve pH’ s1 8.8 olana kadar 0.1 N’lik HCI’den ilave edildi ve hacmi 100 m1’ye

tamamlandi.

5. 0,25 M’lik Tris, 1,92 M’lik Glisin, %1°lik SDS (pH 8,3) ¢0zeltisinin
hazirlanmast: 3,03 g Tris, 14,4 g glisin ve 1 g SDS suda ¢oziilerek toplam hacim 1

litreye tamamland.

6. Jel sabitleme ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %50 izopropil alkol, %10 TCA ve

%40 su iceren karisim hazirlandi.

7. Jel boyama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,1 g Coomassie Blue R250, %50

metanol, %10 asetik asit ve %40 sudan olusan karisimda ¢oziilerek hazirlandi.

8. Jel yikama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %50 metanol, %10 asetik asit ve %40
sudan

olusan karisim hazirlandi.
3.1.3.k. Inhibisyon i¢in kullanilan ¢ozletiler

45 mM’lik Guaiakol ( 3.1.3.e), 22,5 mM’lik H,O; ( 3.1.3.e) ¢ozeltilerine ek olarak 5
mM sitrik asit, 20 mM EDTA, 20 mM CTAB ve 5 mM sodyum azid g¢ozeltileri

hazirlandi.



34

3.2. Yontem

3.2.1. Bugday bitkisinin toplanmasi

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare ) bitkisi Erzincan’in Kalecik
Koyl’ ndeki tarlalardan hasat zamaninda toplandi. Bugdayin kok kisimlari makas ile
kesilerek atild1 ve basak kisimlar1 kullanilincaya kadar +4°C de muhafaza edilerek

saklandi.

3.2.2. Peroksidaz enziminin saflastirilmasi ¢alismalar:
3.2.2.a. Enzim homojenatinin hazirlanmasi

Homojenat hazirlanmasinda 10 g taze Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp.
vulgare) bitkisi siv1 azot igerisinde dondurulup 6giitiildiikten sonra pH’s1 7 olan 50
ml Na,HPO, tamponu iginde 15 dk bekletildi. Daha sonra bir tiilbent yardimi ile
homojenat siiziildii. Sogutmali santrifiijde 8.000xg’de yarim Saat boyunca o6n
santrifiij islemi yapildi. Elde edilen siipernatan, kullanilincaya kadar 4°C’de
muhafaza edildi.

3.2.2.b. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Ham enzim ekstrakti siiziildiikten sonra santrifiijjde 8.000 rpm’de 30 dak siiresince
sanrifij yapildi ve enzim homojenati sirasiyla %0-10 %10-20 %20-30 %30-40 %40-
50 %50-60 %60-70 %70-80 %80-90 araliklarinda amonyum siilfat ¢oktlirmeleri
yapildi. Coktiirme islemleri sirasinda kullanilacak kati amonyom siilfat miktari

asagidaki formiille gore hesaplandi.
Oi(NHay2so4] = 1,77XVX(S2-S1) /3,54 - S,
V = Siipernatant

S1 = mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S, = istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda, ham ekstrakta kat1 (NH4),SO4 az miktarlarda
ilave edildi. Her ilave sirasinda daha oOnce katilan (NH4),SO,’ larin ¢oziinmiis
olmasina dikkat edildi. Bu islem yarim saatle-bir buguk saat arasinda siirdiirtliildii.
Kati amonyum siilfat katilmasindan sonra belirtilen doygunluga getirilen
stispansiyon hizli bir sekilde siiziilerek 10.000 rpm’de 1 saat boyunca santrifiij
yapild.

Her santifiriij isleminden sonra hem c¢okelekte hem de siipernatantta aktiviteye
bakildi. Tim bu islemler +4 °C’de gerceklestirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi diyaliz torbasina yerlestirildi. Diyaliz torbasi,
icinde pH: 7,0 olan 0,1 M’lik fosfat tamponuna kars1 12 saat siireyle diyaliz islemi
yapildi. Bu iglemler magnetik karistirici iizerinde +4 °C’de gergeklestirildi.

3.2.2.c. Enzimin CM-Sefadeks A50 iyon-degisim kromatografisi ile

saflastirilmasi

Bu islem i¢cin CM-Sefadeks A50 iyon degisim kromatografisi kullanildi. Calismada
kullanilan katyon degistirici CM-Sefadeks A50 iyon degisim materyalinin oncelikle
sisirilmesi gerekmektedir. Bu amagla 100-120 ml yatak hacmi elde edebilmek igin 4
g jel 100 ml destile suya aktarilarak termostatl su banyosunda 90 °C’de 5 saat siire
ile bekletilerek sisirildi. Sisirilmis jel 0,5 N 100 ml soguk NaOH iginde 1 saat
bekletildikten sonra 0,5 N HCI ile nétralize edildi. Jel materyali havasi uzaklastirilip
kolona paketlendikten sonra 100 mM fosfat tamponu (pH:7,0) ile dengelendi.
Kolonun akig hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 15 ml/saat’e ayarlandu. Jel {izerindeki
tampon seviyesi jel diizeyine indirilerek diyalizden elde edilen enzim ¢o6zeltisi
otomatik pipet vasitasiyla kolona yiiklendi. Daha sonra 10 mM fosfat tamponu (pH
7,0) ile yikama islemi yapildi ve yikama islemine iistten ilave edilen yikama tamponu
ile alttan alinan eliiatlarin pH’s1 ve 280 nm’deki absorbans degerleri esit oluncaya
kadar islem tekrarlandi. Yikama tamamlandiktan sonra eliisyon igin gradient
mikserin kolona bagli olan ve bir mekanik karistirici ile karistirilan haznesine 250 ml
100 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ve bu hazneye agilan diger hazneye ise 100 mM
fosfat tamponu (pH 7,0) ile hazirlanmig 250 ml 1 M NaCl dolduruldu ve artan iyonik
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siddetle lineer gradient eliisyonuna baslandi. Enzimin sicaktan dolay1 aktivite
kaybina ugramamasi i¢in hem alinan eliiatlar ve hem de gradient mikserin i¢indeki
eliisyon tamponunun etrafi buz ile kapatilarak ortamin soguk olmasi saglandi.
Eliiatlar, kolon akis hiz1 15 ml/saat’e ayarlanarak 3 ml’lik hacimler halinde tiiplere
alindi1 ve her bir eliiatin 280 nm’de absorbansina ve 470 nm’de guaiakol substrat1 ile
aktiviteye bakildi. Aktivite gosteren tiipler birlestirildi ve tiip numarasina karsilik-
Aktivite/Absorbans grafigi hazirlandi. En yiiksek aktivite goOsteren eliiatlar
birlestirildi. Lowry metoduna gore kantitatif protein tayini ve enzim aktivite tayinleri

yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi ve saflastirma oranlari tayin edildi.

3.2.2.d. Enzimin jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilmasi

Molekiil biiyiikliiklerine gore proteinleri ayirmada kullanilan en uygun ve en etkili
yontem, jel filtrasyon kromatografisidir. Genel adiyla disarilama kromatografisi
olarak da bilinen bu kromotografide duran faz, polimer yuvalarina su emdirilip
olusturulan bir jel, yiiriiyen faz sividir. Bu metotta bir kolona kuvvetli hidratize
olmus polimer materyal konulur. Bu materyal Sefadeks, Sefaroz gibi bir polisakkarit
veya Biogel gibi bir poliakrilamid tiirevi olabilir. Jel partikiilleri degisik biiyiikliikte
porlara sahip sekilde hazirlanabilir.

Polimer materyal iyice yikanir, tamponla dengelenir ve daha sonra ayni tampon
i¢cinde ¢ozlinmiis olan protein karigimi kolona uygulanir. Biiylik molekiillii proteinler
jel partikiillerinin porlarina giremezler ve hizlica yiirlirler. Kiigiik molekiillii
proteinler ise, porlara girerler ve akislari engellenir. Boylece eliiatta 6nce biiyiik
molekiillii proteinler, daha sonra da kiiciilen molekiil biiyiikliigiine gore proteinler
toplanirlar. Bu islem siizme isleminin tersidir. Eliiatlar kiiclik fraksiyonlar halinde
toplanarak, gerekli analizler yapilir.

Jel filtrasyon kromatografisi, diger makromolekiiller, viriisler, ribozomlar, hiicre
cekirdekleri ve hatta bakteriler gibi cok daha biiyiikk yapilarin karigimlarinin
ayrilmasinda da kullanilabilir. Bu durumlarda sadece uygun porlu partikiiller
secilmelidir. Bu metodda ayirma giicii o kadar biiyliktiir ki, bu basit metod

proteinlerin molekiil kiitlesinin tayininde de kullanilabilir. Jel filtrasyon
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kromatografisinde en sik kullanilan duran faz, Sefadeks ticari adiyla bir Isve¢ firmasi
tarafindan piyasaya siiriilen polimerdir. Sefadeks, bir karbonhidrat olan dextranin {i¢
boyutlu hale getirilmesi ile elde edilir. Fazla miktarda hidroksil grubu i¢ermesi
dolayisiyla suya ve elektrolit ¢ozeltilerine ilgisi fazladir. Bu sivilar1 emerek yari
saydam jel tanecikleri olusturur, bu esnada hacmi artar, elde edilen jel tanecikleri
kolona doldurulabilir.

Jellerin 6zelliklerini belirlemede kullanilan temel terim “su kazanim degeri”dir. Bir
gram kuru jelin yuvarlarinin gozenekleri tarafindan emilebilen su miktaria o jelin su
kazanim degeri denir. Su kazanim degeri 10 ile carpilarak ve Oniine G harfi
getirilerek jelin ticari admin sonuna yazilir. Ornek olarak Sefadeks G-15 jelinin su
kazanim degeri 1,5’tur (1g madde 1,5 g su emebilir). Bir jelin su kazanim degeri
arttikca gozenek biiyiikliigii de artar. G-10 jeli ile molekiil kiitlesi ancak 700’e kadar
olan molekiiller ayrilabildigi halde G-200 jeliyle molekiil kiitlesi 5.000 ile 800.000
arasinda olan bilesikler ayrilabilir.

Sefadeks’ten baska ticari adlarla piyasaya siiriilen jeller de vadir. Bunlardan
Amerika’da imal edilen ve Biogel ticari adiyla piyasaya siiriilenler iic boyutlu
poliakrilamid polimerleri yuvarlarindan olusmustur. Daha biiyiikk molekiillerin,
mesela baz1 proteinler ve viriislerin ayrilmasinda agardan elde edilen ve nétral bir
polisakkarit olan agaroz jeli (Sefaroz) kullanilir (agar, siilfat asidi ile esterlesmis
heksoz birimlerinden olusan galaktozlardan olusur).

Yukarida bahsedilen jeller su veya sulu ¢ozeltiler i¢in uygun olanlardir. Jellerdeki
hidrofil gruplar1 bazi reaktiflerle etkilestirilerek hidrofob gruplara ¢evrilebilir. Ayrica
polistirenin li¢ boyutlu hale getirilmesiyle elde edilen jel yuvarlari, lipitler gibi
hidrofob maddelerin ayrilmasinda kullanilabilir. Bu ayrilmalarda yiiriitiicii s1v1 olarak
organik ¢oziiciiler kullanilabilir.

Kolonun Hazirlanmasi1 ve Dengelenmesi: Biiyiik¢e bir beherde saf su veya tampon
igine alinarak, oda sicakliginda 1 gece veya 90°C’de su banyosunda 4-5 saat
bekletilerek polimer materyal sisirildi. Sisirilen materyalin i¢indeki hava, su trompu
kullanilarak vakumla uzaklastirildi. Sisirilmis ve havasi uzaklastirilmis polimer
materyali, dengeleme tamponuyla dolu kolona iginde hava kabarcigi olmayacak
sekilde aktarilidi. Ayn1 tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini

tespit i¢in, listten ilave edilen tamponla alttan alinan tamponun pH’s1 ve 280 nm’de
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absorbans degerleri araliklarla 6l¢iildii, bu deger ayni oluncaya kadar dengeleme
islemine devam edildi ve kolonun akis hizi yaklagik 15- 20 ml/saat olarak ayarlandi.

Omegin Uygulanmas1 ve Eliisyon: Ornegin uygulanmasindan once dengelenen
kolonun, jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel diizeyine indirildi. Ornegin uygulanmasi
icin protein ¢ozeltisinden kiiciik hacimde (% 10’luk gliserinli olabilir, yaklagik 2-3
ml) kolona tatbik edildi. Bu protein ¢ozeltisi jele iyice emdirildi ve {izerine birkag ml
eliisyon tamponu dikkatlice ilave edilerek tekrar jele iyice girisi saglandi. Daha sonra
kolonun istli eliisyon tamponuyla doldurularak eliisyona devam edildi; eltatlar

yaklagik 3’er ml olacak sekilde tiiplerde toplandi.

Degerlendirme: Eliisyon tamponunun kor olarak kullanilmasiyla, toplanan eliiatlarin
tek tek veya 2-3 tiipte bir 280 nm de absorbanslar1 6l¢iildii. Eliisyon almaya 280
nm’deki absorbans degerleri sifir oluncaya kadar devam edildi. Enzim saflastirilmasi
yapilacagi i¢cin 280 nm’de absorbans gosteren tiiplerde tek tek aktivite Ol¢timleri
yapildi. 280 nm’de kalitatif protein tayini i¢in alinan absorbans degerleri ve enzim
aktivite degerleri tiip sayisina karsi grafige gegirildi. Kromatografi islemi sonunda
enzim aktivitesi gosteren tiipler birlestirildi ve SDS-PAGE ile saflik kontrolii ve
molekiil tayini i¢in +4 °C’de muhafaza edildi. Kolona tathik edilen numune ve
birlestirilen enzim ¢ozeltileri i¢in Lowry metoduyla kantitatif protein tayini ve
aktivite tayinleri yapildiktan sonra spesifik aktiviteleri belirlenerek saflastirma

oranlar1 saptandi.

3.2.2.e. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

Elde edilen enzim saflik kontroliiniin yapilmas1 amaci ile bu isilem kullanildi. Bunun
i¢in elektroforez plakalari, su ve alkol ile iyice yikandi. Iki cam plaka birbiri {istiine
konuldu ve kiskaglarla tuturularak jel hazirlama cihazina yerlestirildi. Ayirma jeli
hazirlanarak plakalar arasina enjektorle sikildi. Bu islemler yapilirken hava almamasi
saglandi. Jel yiizeyinin piiriizsiiz olmasi i¢in bir miktar etil alkol ilave edildi. Jel
katilagincaya kadar beklendi. Katilastiktan sonra yigma jeli st yiizeye kadar ilave

edildi. Uzerine tarak dikkatlice koyduktan sonra taragin da iizerine nemli siizgeg
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kagid1 yerlestirilerek bir gece bekletildi. Ertesi giin tarak dikkatlice ¢ikarilarak

plakalar elektroforez tankina yerlestirildi.

Olusan bosluklar isaretlendi ve jelin iistii 6nce saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile
yikand1. Elektroforez tankima yiiriitme tamponu yerlestirildi. Orneklere, beta
merkapto etanol ve numune tamponu eklenerek 100 °C’ de 30 dk kaynatildi
Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok ince bir enjektor yardimiyla yerlestirildi.
Tank kapa@: kapatilarak, (+) kablo (Anot) ve (-) kablo (katot) bagland1. Ilk olarak
yarim saat boyunca sisteme 80 voltluk akim verildi. Daha sonra akim 150 volta
ayrildi, 4-5 saat oda sicakliginda bekletildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki
jel dikkatlice ayrildi. Bu yliriitme tamponu tekrar kullanilmak {izere saklandi ve
sabitlestirme ¢ozeltisinde 30 dakika siire ile birakildi. Daha sonra fikse ¢ozeltisinden
c¢ikarilan jel, 6zel kabina konularak boyama ¢ozeltisi iistiinii ortiinceye kadar eklendi.
2 saat kadar calkalayici iizerinde birakildi. Daha sonra boyama ¢dzeltisinden
cikarilarak, 2 saatte yikama ¢ozeltisine bekletildi. Protein bantlar1 belirginlestikten
sonra jeller ¢ozeltiden c¢ikarilarak %30°luk etil alkol igine alindi ve fotograflari

cekildi

Ayirma jeli soyle hazirlands; 15 mL Tris-HCI (pH 8,8), 13,2 mL %30°luk akrilamid-
%0,8°lik bisakrilamid, 0,6 mL %1°’lik SDS, 0,4 mL %5°lik TEMED (N,N,N‘,N‘-
tetrametiletilen diamin) ve 9,4 mL su karistirildi. Bu karisimin tizerine en son olarak
0,8 mL %1,5lik amonyum persiilfat [(NH4),S,Os] ilave edildi.

Yigma jelinin hazirlanmasi ise soyle yapildi; 1 M‘lik Tris-HCI (pH 6.8)’den 1,24
mL, %30 akrilamid-%0,8°lik bisakrilamid‘den 1 mL, %0,1‘lik SDS‘den 0,1 mL,
%35°lik TEMED‘den 0,1 mL ve sudan 7,8 mL alinarak karistirildi. Son olarak yine
giinliik hazirlanmis, %1,5°lik PER ‘den 0,2 mL ilave edildi.

3.2.2.f. Kantitatif protein miktar tayini

Her bir saflagtirma basamaginda elde edilen enzim ¢dzeltisinin protein miktarlar
kantitatif olarak Lowry metoduna goére belirlendi. Lowry (Folin Fenol Metodu)

metodu ile kantitatif protein tayininde, alkali ortamda bakir iyonu (Cu™ )
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proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks olusturur ve Cu™e indirgenir.
Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys
aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur. Olusan
rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 750 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlgiiliir. Bu yontemin diger protein tayin yontemlerinden
avantajli tarafi, kisa siirede uygulanabilirligi, fazla bozucu faktérlerin bulunmamasi
ve protein-boya kompleksinin ¢ozelti ortaminda uzun siire dayanikli olabilmesidir.
Bu yontemin hassasiyet araligi 5-100 pg/ml’dir. Bitkilerden elde edilen ham ekstreler
ile saflastirma basamaginda elde edilen ¢ozeltilerde bulunan protein miktarlari bu

yontemle tayin edildi ( Lowry 1951).

Bu yontem ile protein tayininin yapilmasi i¢in lowry reaktifleri boliim 3.13.1 daki
gibi hazirlandi. Asagidaki tabloda (3.1) gosterildigi oranlarda reaktifler ve
numunenin saflastirma basamaklarindan elde edilen ¢o6zeltilerden kullanilarak
reaksiyon karigimi olusturuldu, vortex ile karistirildi vel0 dk inkiibasyon igin
beklendi. Absorbanslar 750 nm’de kaydedildi. standart protein olarak BSA kullanild:
(2 mg/ml)

Tablo 3.1. Lowry metoyla protein tayini

Lowry Metodu Kor tiipi Numune tiipi
Numune(pl) - 10

Distile su(ul) 500 490

C reaktifi(ul) 2500 2500

D reaktifi (ul) 250 250

Tiipler vortexlendi, 20-30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.750 nm’ de numune ve

standartin absorbansi kore kars1 okundu.
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3.2.3. POD’un karaktrizasyonu iizerine yapilan calismalar

3.2.3.a. Optimum pH c¢alismasi

Optimum pH ig¢in pH 3.0’den 9.0’¢ kadar yedi farkli pH ortaminda ¢alisildi. pH
3.0°den 4.5’e kadar 1 M’lik asetat, pH 4.5’ten 7.5’e¢ kadar 1 M’lik fosfat ve pH
8.0’den 9.0’a kadar da 1 M’lik Tris / HCI tamponlar1 kullanildi. Tamponlar1 aktivite
tayini sirasinda taze hazirlandi ve spektrofotometrik olarak aktiviteleri oOlgiiliip,

bulgular grafik halinde verildi.
3.2.3.b. Enzimin optimum sicakhk degerinin belirlenmesi

Sicakligin enzim aktivitesi iizerindeki etkisi 10-70 °C arahiginda caligildi. Istenilen
sicakliklar, sirkiilatorlii su banyosu kullanilarak hazirlandi. Kuvete 1 ml guaiacol, 1
ml H,0; ve 950 pl fosfat tamponu koyularak ayarlanan sicaklikta 5 dk bekletildikten
sonra alinarak 50 pl homojenattan eklenerek 470 nm de tetraguaiakoliin aktivite
Olctimii yapildi. Her bir sicaklik i¢in bu islem tekrarlanark sicakligin enzim {izerine

olan etkisi belirlendi.
3.2.3.c. Enzimin stabil oldugu pH’nin belirlenmesi

Peroksidaz enziminin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in ti¢ farkli pH’da (3,0-4.5)
asetat tamponu ile iki farkli pH’da (5,0-7,0) fosfat tamponu ile ve iki farkli pH’da
(8,0-9,0) Tris/HCI tamponu kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢6zeltilerin 500
mililitresine, 250 ul enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 4 °C’de muhafaza edildi.
Baslangigta aktiviteler 6l¢iildiikten sonra 240 saat boyunca her 48 saatte bir aktivite

6l¢iimii yapilarak enzimin stabil oldugu pH belirlendi.

3.2.3.d. POD’ un termal stabilizasyonun arastirilmasi

Sicakligin enzim aktivitesi iizerindeki etkisi 30-60 °C araliginda ¢alisildi. Istenilen
sicakliklar, sirkiilatorlii su banyosu kullanilarak hazirlandi. Ependorf tiipe 300 pl

enzim ilave edilip 30 °C ye ayarlanmus sirkiilatorlii su banyosuna yerlestirildi. Her 10
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dk da bir ependorf tiipteki enzimden 50 pl alinip miimkiin oldugu kadar hizli bir
sekilde aktivite ol¢limii yapildi.

3.2.3.e. POD’ un optimum tuz konsantrasyonun belirlenmesi

45 mM’lik Guaiakol ve 22,5 mM’lik H,O; 3.1.3.e’de anlatildig1 sekilde hazirlandi.
POD’ un optimum tuz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 0,025 M’dan 0.5 M’a
kadar yedi farkli konsantrasyonda Na,HPO, c¢ozeltisi hazirlandi. Kor kiivetinin
icerigi;1 ml HyO,, 1ml Guaiakol ve 1 ml farkli konsantrasyonda hazirlanan Na;HPO4
¢ozeltisinden olusurken numune kiivetini igerigi; 1 ml H,O,,1 ml Guaiakol, 950 uL
farkli konsantrasyonda hazirlanmig NapHPO,4 ve 50 pL 6rnekten hazirlandi. Farkli
konsantrasyondaki Na,HPO,’ m enzim aktivitesi lizerine olan etkisi 470 nm de

Olciilerek belirlendi.

3.2.4. POD iizerine Kinetik calismalar

3.2.4.a. Enzim icin K, Ve Vpay degerlerinin bulunmasi

Peroksidaz enziminin Km ve Vmax degerleri ile ilgili calismalar, 22,5 mM’lik H,O;
ve 45 mM’lik guaiakol ile yapildi. Bunun i¢in 6nce peroksidaz enzimi ile guaiakol,
substratinin  konsantrasyonlar1 sabit tutularak, H,O, i¢in 10-20-40-50-60 mM
konsantrasyon araliklarinda optimum aktive dlgiimleri yapilarak 1/V nin 1/S karst
grafikleri olusturuldu. Daha sonra POD ile H,O; substratinin konsantrasyonlari sabit
tutularak, guaiakol substrati i¢in 10-20-40-45-50-60mM konsantrasyon araliginda
aktivite Ol¢iimleri yapilarak 1/Vnin 1/S grafikler olusturuldu. Bu grafiklerden elde
edilen denklemlerden yararlanilarak her bir substrat i¢in ayr1 ayrt Km ve Vmax

degerleri asagidaki formiilden yararlanilarak bulundu:
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3.2.4.b. POD enzimi iizerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi

POD enzimi iizerine inhibisyon etkisini incelemek i¢in EDTA , CTAB, sitrik asit ve
sodyum azid kimyasallar1 kullanildi. Once ham ekstre igin inhibitor eklemeden
aktivite 6l¢timii yapildi. Daha sonra her bir inhibitor i¢in 0-30 mM aras1 ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu konsantrasyon araliginda POD enziminin aktivitesi ol¢iildii.
Bulunan aktivite degerleri baslangicta 6lgmiis oldugumuz ham ekstrenin aktivitesine
boliiniip yiiz ile ¢arpildi. Bu islem sonucu her bir inhibitor i¢in en yiliksek aktivitenin
gozlendigi nokta maksimum inhibisyon degeri olarak kaydedildi. Bu sonuca gore
inhibisyon degerleri EDTA ve CTAB i¢in 20 mM, sitrik asit ve sodyum azid i¢in 5
mM olarak belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. POD’un Saflastirilmas1 Calismalari Bulgular:

4.1.1.Peroksidaz enziminin amonyum siilfat ile ¢coktiirme ve diyaliz saflastirmasi
bulgulari

Calismada kullanilan ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare ) izole edilen
peroksidaz enziminin ¢oktiigli amonyum siilfat doygunlugunu belirlemek ig¢in
sirastyla %0-10, %10-20, %20-30, %3040, %40-50, %50-60, %60-70
doygunluklarinda ¢oktiirme islemi gergeklestirildi. Her bir ¢oktiirme basamaginda
elde edilen c¢okelek, coziinebilecegi minimum hacimde (3 ml) ilgili enzimin
homojenat tamponu olan 0,1 M’lik fosfat tamponunda ¢6ziildii. Hem ¢okeleklerde ve
hem de silipernatanlarda enzim aktivitesine ayri1 ayr1 bakildi. Boylece enzimin
¢oktiigli amonyum siilfat doygunluk araligi tayin edildi. Peroksidaz enziminin %40-
60 amonyum siilfat doygunlugu araliginda tamamina yakininin ¢oktiigii gézlendi.

Bulgular tablo 4.1°de veridi.

Tablo 4.1. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare) izole edilen
peroksidaz enziminin amonyum siilfatla ¢oktiirmede doygunluk noktasi tayini

(NH4)2SO4 Coklelek Siipernetant
Coktiirme i _ i _
Aralig Hacim(ml) | Aktivite,n, | Hacim(ml) | Aktivite,m
%0-10 4 0.006 53 0.500
%10-20 4 0.002 53 0.401
%20-30 4 0.026 53 0.399
%30-40 4 0.028 53 0.459
%40-50 4 0.714 53 0.262
%50-60 4 1.741 53 0.086
%60-70 4 0.113 53 -0.054
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Diyaliz sonrasi enzim saflastirilirken her basamakta elde edilen enzim ¢ozeltisinin

Lowry metoduna gore protein tayini yapildi ve enzim aktivitesi belirlendi.

O (Cokelek ® Siipernatan
T 08
[
o
S 06
‘©
£ 04
=
<
< 02
£
c 0 o0— o
L 0 10 20 30 40 50 60 70

% Doymus Amonyum Siilfat

Sekil 4.1. %AS ¢oktiirme aralig1 belirleme caligsmasi

4.1.2. Peroksidaz enziminin CM-Sefadeks ile saflagtirma bulgular:

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen POD’un CM-
Sefadeks ile saflagtirmasi esnasinda eliisyon yapilirken tiiplerde bulunan protein akisi
280 nm’de absorbans ol¢iimii ile kontrol edildi. Enzim aktivite olglimleri ise 470
nm’de guaiakol ve H,O, substratlari ile gergeklestirilerek aktivite sonuglari grafik
halinde gosterildi (sekil 4.2). En yiiksek aktivitenin gorildigi 19.-21. tiipler
birlestirilerek 1 ml’ si protein tayini igin ayrilirken, 6 ml> si jel filtrasyon
kromotografisi igin kolona yiiklendi. Bu basamak sonucunda POD 284 kat

saflastirildi.
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1 1 A Enzim Unitesi (470 nm) o Absorbans (280nm) -3

Absorbans (280nm)

Enzim Aktivitesi (470 nm)

Fraksiyon Numarasi

Sekil 4.2. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen
peroksidaz enziminin CM-Sefadeks ile saflagtirmasiyla elde edilen eliiatlarin, her bir
fraksiyonda, enzim aktiviteleri ve 280 nm’deki absorbanslari

4.1.3. Enzimin Sefadeks jel filtrasyon kromatografisi ile ilgili calisma bulgulari

Iyon degisim kromatografisi sonucu en yiiksek aktivitenin oldugu tiip Sefadeks
kolonuna yiiklendi. Kolon sonunda toplanan eliiatlarin 280 nm ‘de absorbans ve 470
nm’de aktivitelerine bakilarak sonuglar grafik halinde ifade edildi (sekil 4.3).
Eliiatlatin absorbans1 0’ a ininceye kadar bu isleme devam edildi. Toplamda 53 tane
tiip elde edildi. En yiiksek aktivitenin goriildiigii 15. tiipiin 1 ml” si protein tayini i¢in
ayrilirken, 6 ml’si SDS-PAGE i¢in saklandi.
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Sekil 4.3. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen
POD’un jel filtrasyon kolonu ile saflastirmasiyla elde edilen eliiatlarin, her bir
fraksiyonda, enzim aktiviteleri ve 280 nm’deki absorbanslari

4.1.4. Enzimin poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlenmesi ile ilgili ¢calisma
bulgulari

Peroksidaz enziminin SDS-Page yontemiyle saflik kontrolii ve molekiil agirliginin
tayin edilmesine yonelik caligmalarda jelde tek protein bandi Sekil.4.4.’de

verilmektedir.
Marker( 5 ul)

< POD(38.8 kDa)

Sekil 4.4. POD enziminin SDS-PAGE islemi sonucu jelde goriiniimii



48

4.1.5. Peroksidaz enziminin saflagtirma basamaklar

Saflagtirma basamaklarinda elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein miktarlar
kantitatif olarak Lowry yontemiyle belirlendi. Homojenat, amonyum siilfat
¢oktiirmesi, diyaliz ve kromatografik islemlerden sonra elde edilen enzim
cozeltilerinde bulunan protein miktar1 bu standart grafikten faydalanilarak belirlendi.
Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.5°de
gosterilen standart grafikten elde edilen denklemde yerine konularak hesapland: (%
0,9978).

Absorbansso) = 0,308 x Protein (ug)

1 -
T 08 -
c
B 06 -
c 04 - y = 0,308x
8 R?=0,9978
S 02
<
0 T T T 1
0 05 1 1,5 2 2,5

BSA (mg/ml)

Sekil 4.5. Lowry yontemiyle kantitatif protein tayininde kullanilan standart protein
grafigi

Saf ekstrakt, diyaliz, jel filtrasyon ve iyon degisim kolonlarindan alinan numuneler
Lowry metoduna gore kantitatif olarak tayin edildi ve her basamakta enzimin kag kat

saflastirildigr hesaplanarak tablo halinde gosterildi (tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Peroksidaz enziminin saflagtirma basamaklari

Toplam Toplam Spesifik Saflastirma
Islem protein aktivite aktivite (katlarn )
(mg) (EV) U/mg protein
Saf ekstrakt 1,152 0,022 0,02 1
Diyaliz 0,892 0,903 1,01 53
Iyon-degisimkromatografisi | 0,535 0,139 0,26 14
Jel-filtrasyon kromatografisi | 0,162 0,881 5,43 284

4.2. POD’un karakterizayonu calismalar1 bulgular

4.2.1. POD’un optimum pH calismasi bulgular

Optimum pH ‘y1 belirlemek i¢in pH 3’ten 9’a kadar on ti¢ farkli pH ortaminda enzim
aktivitesi calisma yapildi. pH 3’ten 4,5’¢ kadar asetat, pH 5’ten 7,5’e kadar fosfat ve
pH 8’den 9’a kadar da Tris / HCIl tamponlar1 ile ¢alisildi. H,O, ve guaiakol
substratlar1 her 6l¢timde kullanilarak aktivite dl¢limleri yapildi. Bulgular Sekil 4.6°da
goriildiigli gibi enzimin maksimum aktivite gosterdigi deger olarak fosfat tamponu

i¢cinde optimum pH :5.5 (fosfat tamponu) olarak belirlendi.

Optimum pH

1,6
1,2 -
0,8 1
0,4 -

30 4 45 5 55 6 65 7 75 8 9
pH

Enzim Aktivitesi (470 nm)

Sekil 4.6. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare) elde edilen POD’un
farkli pH’larda Aktivite grafigi
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4.2.2. POD’un stabil pH ¢alismasi bulgulari

POD dort farkli pH’da (3,0-4,5) asetat tamponu ile alt1 farkli pH’da (5,0— 7,5) fosfat
tamponu ile ve ti¢ farkli pH’da (8,0-9,0) Tris/HCI tamponu ile on yedi giin boyunca
+4 °C’de inkiibe edildi ve her giin periyodik araliklarla aktivite olgiimleri
yapildi.(Sekil 4.7). Grafiklerden de goriilebilecegi gibi POD pH’te (fosfat

tamponunda) stabil oldugu belirlendi.

Stabil pH ——pH 3
. 1 —-o-pH 4
= 0.8 —A—pH S
c :
o —>—pH 6
S5 06 —|-pH 7
'z 04 —-o-pH 8
= —+—pH9
2 02
é 0 T T T
£ 1 2 3 4 5 6 7
UEJ Zaman (Giin)

Sekil 4.7. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare) elde edilen POD’un
farkli pH’lardaki zamanla stabilitesi

4.2.3. POD’un i¢in optimum sicaklik ¢alismasi bulgulari

Sicakligin enzim aktivitesi izerindeki etkisi 10-70 °C araliginda ¢alisildi. Istenilen
sicakliklar, sirkiilatorlii su banyosu kullanilarak hazirlandi. Kuvete 1 ml guaiacol, 1
ml H,O; ve 950 ul fosfat tamponu koyularak ayarlanan sicaklikta 5 dk bekletildikten
sonra iizerine 50 pl homojenattan eklenerek 470 nm de aktivite 6l¢timii yapildi. Her
bir sicaklik i¢in bu islem tekrarlandi ve enzim i¢in optimum sicaklik degerleri

belirlendi.(Sekil4.8).
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Sekil 4.8. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen
POD’un optimum ¢alisma sicakligi

4.2.4. POD’un termal stabilizasyon ¢alismalart ile ilgili bulgular

Peroksidaz enziminin termal stabilzasyonu ilgili ¢aligmalar enzimin optimum pH’s1
ve 30-60 °C araliginda dort farkli sicaklikta ve bir saat boyunca her on dakikada bir
aktivite 6l¢limii yapilarak belirlendi. Bulgular grafik olarak Sekil 4.9de gosterildigi
gibi 40 °C olarak bulundu.

Termal Stabilizasyon
30°C
40°C
50°C
60°C

*rwe

0 10 20

Enzim Aktivitesi (470

30 40 50 60
Zaman(dk.)

Sekil 4.9. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen
POD’un farkl sicakliklarda zamanla stabilitesi
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4.2.5. POD’un optimum tuz konsantrasyonu ile ilgili bulgular

Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare) elde edilen POD’un optimum
tuz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 0,05 M’dan 0.5 M’a kadar yedi farklhi
Na,HPO, konsantrasyonda c¢alisma yapildi. H;O, substrati her 0&lgiimde
kullanilmakla beraber ikinci substrat olarak guaiakol substrati kullanilarak aktivite
Olg¢timleri yapildi ve enzim igin uygun optimum tuz konsantrasyonu tayin edildi.
Sekil 4.10°da goriildiigii gibi tuz konsantrasyonunun etkisi ¢ok fazla olmamakla

beraber, en uygun tuz konsantrasyonu 0.1 M olarak bulundu.

Optimum Tuz Konsantrasyonu (mM)

2
E 16
o
N~
I 1.2
g
S 08
kv
é 04
N
5 o0

0 0.1 0.2 03 0,4 05

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.10. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen
POD’un farkli tuz konsantrasyonlarindaki aktivitleri

4.3. POD’un Kinetik 6zellikleri ile ilgili bulgular
4.3.1. POD’un Ky, ve Vyax degerleri ile ilgili bulgular

POD’un Kp, Ve Vinax degerini belirlemek igin, ilk olarak H,0, sabit tutulup guaiakol
degistirildi, sonra da guaiakol sabit tutulup H,O; degistirilerek 6l¢iim yapildi. Bunun
icin once POD ile guaiakol konsantrasyonlar1 sabit tutularak, H,O, igin bes farkli
substrat konsantrasyonunda ( 10, 20, 40, 50, 60 mM) aktive olglimleri yapilarak

Lineveawer-Burk grafikleri ¢izildi. Daha sonra POD ile H;O; substratinin
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konsantrasyonlari sabit tutularak guaiakol icin bes farkli substrat konsantrasyonunda
(10-20-45-50-60 mM) optimum pH aktive dl¢iimleri yapildi ve grafikler ¢izilerek
Sekil 4.11 ve 4.12°deki gibi grafik halinde gosterildi. Bu grafiklerden elde edilen

denklemlerden yararlanilarak her iki substrat i¢in ayr1 ayr1 Ky, degerleri hesaplandi.

Sirasiyla guaiakol ve H,O; i¢in K, degerleri 2,467 ve 7,307 olarak bulundu.

Guaiakol y = 435.81x + 13,440
- R2=0,0048
: w
o« m32
/E Vmax=0.07
01 0,05 0 0,08 01

18

Sekil 4.11. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen
POD’un H;0, substrat1 konsantrasyonu sabit tutulurken farkli guaiakol substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/VV—1/[S] grafigi

¥ = 140,64x+ 19,246

H202 R==0,9894
; . Km=7,0
j Vmax=0,05
04 X 0,1 0,6 11 16

18

Sekil 4.12. Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare ) elde edilen
POD’un guaiakol substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/VV—1/[S] grafigi
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4.3.2. Cesitli kimyasallarin POD’un aktivitesine inhibisyon etkisi

Inhibisyon c¢alismasi icin farkli konsantrasyonlarda inhibitdrler hazirlanarak en
yiiksek inhibisyon etkisinin oldugu konsantrasyon degeri belirlendi. Inhibitér olarak
sitrik asit, EDTA, CTAB ve sodyum azid kullanildi. En etkili inhibitériin 5 mM
konsantrasyonda % 94 inhibisyon ile sitrik asit oldugu bulundu. Cesitli inhibitorlerin

peroksidaz aktivitesi tizerindeki etkileri Tablo 4.3 'de gosterildi.

Tablo 4.3. Farki kimyasallarin peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi

Inhibitor Konsantrasyon (mM) % Inhibisyon
Sitrik asit 5 94
EDTA 20 89
CTAB 20 95
Sodyum azid 5 79
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5. TARTISMA ve SONUC

Peroksidaz (POD) enzimi prostetik grup olarak hem grubu ihtiva eden bir
oksidorediikdazdir. Bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur
(Rompel ve ark. 2007). Peroksidazlar ¢esitli aromatik bilesikleri substrat olarak
kullanip, metabolizmada ortaya ¢ikan H,O,’yi etkisiz hale getirerek H,O’ ya
indirgerler (Robert ve ark. 1993). Bitki peroksidazlarinin yerine getirdigi onemli

gorevlerden bazilar1 asagida siralanmistir:

Savunma mekanizmalarinda (Bartonek-Roxa ve ark. 1991), hormonal faaliyetlerde
(Wakamatsu and Takahama 1993), kimya, ilag ve gida sanayilerinin yeni
uygulamalarinda (Kwak ve ark. 1996), organik molekiillerin sterospesifik
biyotransformasyonunda kullanilmaktadir (Adam ve ark. 1999). Lignin biyosentezi
(Duarte ve ark. 2000) gibi hayati fonksiyonlarda tercih edilmektedir. Ayrica
POD’nin yiiksek hassasiyeti sayesinde klinik tani ve mikroanalitik uygulamalarda

olduk¢a 6nemli bir ayira¢ oldugu bilinmektedir.

Canlit organizmalarda hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz gibi bircok enzim
tarafindan katalizlenen reaksiyonlar sonucunda olusturulabilir. Hidrojen peroksit
hiicre membraninda bir ugtan diger uca difiize olarak birgok bilesigi oksitleyebilir.
Hidrojen peroksit ¢ok reaktif degildir, fakat hiicrede serbest radikallerin artmasina
sebep oldugundan dolayr zamanla hiicre ic¢in toksik olabilir. Hiicre kiiltiiriinde
hidrojen peroksit ilavesiyle gecis metal iyonlar: varliginda oksidatif DNA hasarlarina
sebep olan hidroksi iyonlariin olugsmasina sebep olur. Birgok hiicre tipinde 20-50
mg’in {izerinde oldugunda toksisiteye sebep olabilir. Biitiin bunlardan dolay1
farmasotik ve gida sistemlerini oksidatif hasardan korumak i¢in bu sistemlerden

hidrojen peroksiti uzaklastirmak oldukc¢a 6nemlidir.

Peroksidazlar hidrojen peroksiti elektron alicisi olarak kullanip, ¢ok sayida aromatik
bilesiklerin dehidrojenasyonunu katalizlerler. Bu reaksiyonlar sonucunda bitkilerde
degisik fizyolojik olaylar meydana gelmektedir (Banci 1997). Bu fizyolojik
proseslerin basinda serbest haldeki fenollerin oksidatif polimerizasyonu ile hiicre

duvarinda lignin ve suberin biyosentezi gelmektedir. Ayrica hiicre duvarina bagh
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fenollerin oksidatif polimerizasyonu ile ¢apraz baglanmalar meydana gelir ve hiicre
duvart sertlesir. Boylece hiicre oksidani olan H;O;’nin kontrolii saglanarak hiicre
duvarina katilmasi saglanilir. Peroksidazlarin bu fizyolojik etkileri sonucu olumsuz
gevre faktorlerinin hiicreye niifuzu onlenmis olur. Bitkisel kaynakli peroksidazlar
yapraklarda, yaralanan govdelerde, kotiledon, ¢igek ve saplarinda ve epikotillerde,
niikleus, ribozom, hiicre duvart ve hiicre membranlarinda bulunmaktadir (Banci

1997; Hamed et al. 1997).

Bu c¢alismada bugdaydan POD’un saflastirilmasi, karakterizasyonu ve Kkinetik
calismalar1 yapilarak en iyi etkinlik i¢in optimum kosullar belirlendi. Km degerleri
hem guiakaol hem de H,0, substrati igin tespit edildi. Farkli inhibit6rlerinin enzim
tizerine etkileri arastirildi. Bu bilgiler, farkli tiirlerden peroksidaz enziminin

saflastirilmasinda ve farkli peroksidaz uygulamalari i¢in yararl olabilmektedir.

POD’un saflastirilmasina yonelik olan ¢alismamizda enzim sirasiyla amonyum siilfat
¢oktiirmesi, diyaliz, CM-Sefadeks iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografi

basamaklariyla saflastirildi.

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare)’dan CM-Seliiloz iyon degisim
kolonu ve jel filtrasyon kolonuyla saflastirilan POD enziminin kinetik 6zellikleri,

SDS-PAGE metoduyla molekiil kiitlesi ve karakterizasyon 6zellikleri belirlendi.

Calismalarimiz sirasinda sirasiyla jel filtrasyon ve iyon degisim kolonundan elde
edilen Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare ) eliiatlarinin 280 nm’deki
absorbans degerleri 6l¢iildii ve bu sekilde toplanan fraksiyonlara kalitatif protein
tayini yapilmis oldu. Bu metot proteinlerin yapisindaki aromatik halkaya sahip amino
asitlerin (tirozin, triptofan ve fenilalanin) 280 nm’deki UV 1sinlarin1 absorblamalari

esasina dayanir (Segel 1968).

Kantitatif protein tayini olarak Lowry metodu kullanildi. Iyon degisim ve jel
filtrasyon kromatografisi ile saflastirilan Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp.
vulgare ) peroksidaz enzim eliiatlart ve homojenatlardaki protein miktarlart bu
yontemle belirlendi. Lowry (Folin Fenol Metodu) metodu ile kantitatif protein tayini,

alkali ortamda bakir iyonu (Cu*? ) proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks
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olusturur ve Cu*! ¢ indirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer
alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk
olusumuna neden olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru
orantilidir ve 750 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Bu yontemin diger protein
tayin yontemlerinden avantajli tarafi, kisa siirede uygulanabilirligi, fazla bozucu
faktorlerin bulunmamasi ve protein-boya kompleksinin ¢ozelti ortaminda uzun siire
dayanikli olabilmesidir. Bu yontemin hassasiyet araligi 5-100 pg/ml’dir. Bitkilerden
elde edilen ham ekstreler ile saflastirma basamaginda elde edilen c¢ozeltilerde

bulunan protein miktarlar1 bu yontemle tayin edildi ( Lowry 1951).

Iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilan ekmeklik bugday
(Triticum aestivum ssp. vulgare) peroksidazinin aktivitesi, Sisecioglu ve
arkadaslarinin uyguladig1 prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu
prosediir, HyO, tarafindan guaiakol kromojenik substratin yiikseltgenmesi ve
yiikseltgenme sonucu olusan 3,3-dimetoksi-4,4-bifenokinon renkli bilesigin meydana
getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi esasina dayanir. (Sisecioglu ve ark.
2010). Kromatografik iglemler sonucunda elde edilen eliiatlardaki POD enziminin
aktivitesinin belirlenmesinde bu yontemin tercih edilmesinin sebebi, literatiirde
enzimin bilinen en 1yi substrati guaiakol olmas1 ve molar ekstinksiyon katsayisinin
literatiirde verilmesidir (€470nm=5000 M™ cm'l). Enzim aktivite 6l¢timleri sonuglari
icin 1 enzim initesi, 20 °C’de 1 dakikada lpmol guaiakol’iin yiikseltgenmesini

katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Literatiire bakildiginda POD enzimini saflagtirabilmek i¢in amonyum  siilfat
coktlirmesi, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim
kramatografisi gibi kromatografik adimlardan en az iki tanesi kullanilarak saflagtirma
islemi gergeklestirilebilmistir. Biz bu calismamizda saflastirma kisminda amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon ve iyon degisim kramatografilerini, enzimin saflik

kontroliinde ve molekiil kiitlesinin tayininde ise SDS-PAGE yontemini kullandik.

Literatiir ¢alismalarina bakildiginda POD enzimi afinite kromatografisi ile daha kisa

stirede ve daha az masrafla yiiksek verim elde edilmistir.
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Saflastirilan ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare ) peroksidaz
enziminin safliginin kontrolii i¢in ve molekiil kiitlesinin tespiti icin SDS-PAGE
yapildi. Yapilan SDS-PAGE sonucunda ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp.
vulgare ) izole edilen peroksidaz enzimlerinin saf oldugu belirlendi (Sekil 4.4). Elde
edilen tek bandin molekiil agirhigr cizilen grafikden 38.8 kDa olarak bulundu.
Literatiirde yapilan saflastirma g¢aligmalarina gore peroksidaz enzimi icin bir¢ok
izoenzim yapist bulunmustur. Farkli bitki kaynaklarindan izole edilen bu
izoenzimlerin; molekiil kiitleleri SDS-PAGE metoduyla; siyah gram kabugunda
(Ajila ve Prasada Rao 2009) 38 kDa, at turpunda (Lavery ve ark. 2010) 37 kDa

olarak bulunmustur ve bu sonuglar bizim ¢alismamizla uygunluk gostermektedir.

Saflagtirma iglemleri yapildiktan sonra enzimler i¢in karakterizasyon caligsmalari
yapildi. Bu amagla ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare ) POD enzimi
icin optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, termal stabilizasyon ve

stabil pH degerleri belirlendi.

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare ) bitkisinden saflagtirilan POD
enziminin optimum pH degerini belirlemek amaciyla pH 3.0-9,0 araliginda 0,1 M’lik
Na,HPO, tamponlarinda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak

6l¢iildii ve POD enziminin optimum pH degeri 5.5 olarak belilendi.

Cesitli kaynaklardan yapilan g¢alismalarda POD’ optimum pH’s1 4.5-6.5 arasinda
oldugu bildirilmistir. Asidik salgam peroksitleri i¢in optimum pH 5-5.5 olarak
bulunmustur (Duarte-Vazquez ve ark. 2000). Sakharow ve arkadaslarmin palmiye
(Roystonea regia) peroksidazi ilizerinde guaiakol substrati ile yaptigi bir ¢aligmada
optimum pH’ y1 fosfat/sitrat tamponunda 5,5 olarak bulmuslardir (2001). Bu deger
bizim buldugumuz degerle uyum gostermektedir. Yine Criquet ve arkadaslarinin
yonca peroksidazi iizerinde yaptiklari baska bir ¢aligmada 2,7- diaminofluorene,
pirogalol ve guaiakol substratlarinin her ii¢li i¢in de optimum pH’nin 5,5 ile 6
civarinda oldugu kaydedilmistir (Criquet ve ark 2001). Bizim g¢alismamizda bu
sonuglara paralel olarak optimum pH 5.5 olarak bulunmustur. Enzimin stabil pH’sina
yonelik yapilan c¢alismalar sonucunda enzimin olduk¢a dayanikli oldugu

gozlenmistir. Ornegin +4 °C’de yapilan stabil pH’ya iliskin calismalarda, sekizinci
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giinde bile pH: 4’de fosfat tamponunda aktivitenin arttigi gozlendi. Bu aktivite
artisinin sebebi ise stabil pH dl¢iimleri esnasinda enzim ¢dzeltisi +4°C°de bekletildigi
icin enzimin reaktive olmasindan kaynaklanabilecegi disiliniilmektedir. Kislik
bitkilerde katalaz ve peroksidaz gibi enzimlerin diisiik sicakliklarda aktivitelerinin

artt1g1 daha once de goriilmistii (Giilgin and Yildirim 2005).

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare.) bitkisinden elde edilen POD’ un
optimum sicaklik belirlenmesinde substrat icin optimum pH’da ve 10-60 °C
araliginda aktiviteler belirlendi. Enzimin optimum sicakligs 40 °C olarak belirlendi.
Caligmalardan elde edilen bulgulara gére peroksidaz enziminin stabil sicakligr 40 °C
olarak belirlendi. Criquet ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada yonca
peroksidaz1 i¢in 2,7-diaminofluorence substrati ile optimum sicakligin 35°C olarak
tespit edilmistir (Criquet ve ark 2001). Ayni sekilde bir bagka ¢alisma olan iiziim igin
peroksidaz enziminin optimum sicakligi 40 °C olarak bulunmustur ( Scaincalepore
ve ark. 1985)

Enzim amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve diyalizden sonra CM-Sefadeks iyon degisim
kromatografisi kolonuna tatbik edildi. 10 mM’lik fosfat tamponunda bulunan 1 M’Iik
NaCl cozeltisi ile gradient olusturularak eliisyon yapildi. 470 nm’de guaiakol
substrat1 ile aktivite gosteren aktif fraksiyonlar birlestirildi. Daha sonra birlestirilen
bu aktif fraksiyonlar jel fitrasyon kolonu ile muamele edildi. Bu islem sonrasinda
Lowry metoduna gore protein tayinleri yapildi. Tablo 1’de gosterildigi gibi enzimin
284 kat saflastirildigi bulundu. Saflastirilan peroksidazin molekiil agirligi, SDS-
PAGE yontemi ile 38.8 kDa olarak hesaplandi. Sitrik asit, EDTA, CTAB ve sodyum
azidin peroksidaz aktivitesi ilizerine inhibisyon etkisine bakilarak en yliksek

inhibisyonun 5 mM konsantrasyonda % 94 inhibisyon ile sitrik asit oldugu bulundu.

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum ssp. vulgare.) bitkisinden elde edilen
peroksidaz enziminin optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla pH 3,0-9,0
araliginda ii¢ farkli tamponla calisildi. pH 3,0-4.,5 aras1 i¢cin 0,1 M ’hik asetat
tamponu, pH 4,5-7,5 aras1 i¢in 0,1 M ’lik fosfat tamponu ve pH 8,0-9,0 icin de 0,1
M ’lik Tris/HCI tamponlar ile guaiakol/H20, substrat ¢iftleri ile enzimin gosterdigi
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aktivite spektrofotometrik olarak 6l¢iildi. Sekil 4.5°de gorildiigi gibi optimum pH
5.5 fosfat tamponu olarak belirlendi.

Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum ssp. vulgare.) elde edilen peroksidaz
enziminin optimum tuz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla ¢alismalarda H,O;
substrat1 ile beraber ikinci substrat olarak guaiakol kullanilarak aktivite olgiimleri
yapildi ve her bir substrat i¢in enzimin optimum tuz konsantrasyonu belirlendi.

Enzim aktivitesi tizerinde en uygun tuz konsantrasyonu 0.1 M olarak bulundu.

Peroksidaz enziminin termal stabilizasyonu ile ilgili ¢caligmalar enzimin her bir
substrati igin optimum pH’da ve 30-60 °C araliginda dort farkli sicaklikta ve bir saat
boyunca her on dakikada bir aktivite dl¢iimii yapilarak gerceklestirildi. Calismadan
elde edilen bulgulara gére 60 dakikalik zaman periyodunda enzimin 40 °C kararl

oldugu ve 60 °C’nin iizerindeki sicakliklarda ise stabilzasyonunun azaldig1 gozlendi.

Calismada kullanilan peroksidaz enzimi igin iki substrat i¢in Kp degerleri
Linweaver- Burk grafiklerilerinden elde edildi (Sekil 4.9-4.10). Ekmeklik bugdaydan

(Triticum aestivum ssp. vulgare.) saflastirilan peroksidaz enziminin 25 °C ve pH:
5.5’de sabit H,O, substrati konsantrasyonunda guaiakol substrati i¢in Ky, degeri
sirastyla 2.467 mM olarak belirlendi. Aymi sekilde guaiakol substrati sabit

tutuldugunda ise H,0, substrati i¢in Ky, degeri ise 7.303 mM olarak belirlendi.
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