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Bu tez kapsaminda amino benzohidrazid tlirevi molekiiller tabanli afinite
kromatografisi teknigi kullanilarak boriilce (Vigna unguiculata) peroksidaz enziminin
ilk defa tek kademede saflagtirilmasi gerceklestirildi ve enzimin biyokimyasal
karakterizasyonu yapildi. Sefaroz 4B-L-tirozin-4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid afinite jelinin kullanildig1 tek kromatografik adimda, %53,6
verime ve 91,6 kat saflastirma katsayisina ulasildi. Elde edilen enzimin safligini ve
molekiil agirligini belirlemek i¢in yapilan SDS-PAGE’de 39 kDa’da tek bant gozlendi.
Saflagtirmada ligand olarak kullanilan 4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid, 4-
amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid ve 5-
aminoizoftalohidrazid’in enzim ile etkilesimlerini analiz etmek igin, her bir molekiiliin
boriilce POD iizerine inhibisyon etkisi incelendi ve saflastirmada en etkili ligand olan
4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid igin Kjdegeri 970+130 uM olarak hesaplandi.
Enzimin karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, enzim i¢in optimum sartlarin; pH
6,0, iyonik siddet 0,3 M ve 40 °C oldugu bulundu. Ayrica boriilce POD’nin guaiakol,
H20., 4-metilkatekol ve ABTS substratlarina olan ilgisini belirlemek amaciyla kinetik
caligmalar yapildi ve bu substratlara ait Km degerleri sirasiyla 7,21 mM, 17,03 mM,
7,28 mM ve 49,21 mM olarak hesaplandi.
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PURIFICATION OF PEROXIDASE ENZYME FROM COWPEA (Vigna
Unguiculata) USING AFFINITY TECHNIQUE AND, CHARACTERIZATION
STUDY
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In this thesis, a single step purification of cowpea (Vigna unguiculata) peroxidase
enzyme was carried out for the first time by using amino benzohydrazide derivative
molecules-based affinity chromatography technique and biochemical characterization
of the purified enzyme was performed. 53,6% yield and 91,6 purification fold were
achieved in a single chromatographic step using Sefaroz 4B-L-tyrosine-4-amino-3-
bromo-2-methylbenzohydrazide affinity gel. A single band at 39 kDa was observed in
SDS-PAGE performed to determine the purity and molecular weight of the obtained
enzyme. To analyze the interactions of 4-amino-3-bromo-2-methylbenzohydrazide, 4-
amino-3-bromo-5-fluorobenzohydrazide, 4-amino-3-bromo-5-chlorobenzohydrazide
and 5-aminoisophthalohydrazide used as ligands in purification with the enzyme, the
inhibition effect of each molecule on cowpea POD was assayedand the K; value for 4-
amino-3-bromo-2-methylbenzohydrazide, the most effective ligand in purification,
was calculated as 970+130 uM. Within the scope of enzyme characterization studies,
optimum conditions for enzyme; It was found that the pH was 6,0, the ionic strength
was 0,3 M and the temperature was 40 °C. Additionally, kinetic studies were carried
out to determine the affinity of cowpea POD with guaiacol, H.O>, 4-methylcatechol
and ABTS substrates, and the Km values of these substrates were calculated as 7,21
mM, 17,03 mM, 7.28 mM and 49,21 mM, respectively.
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Canlilarda biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve reaksiyon sonunda
herhangi bir yan iirlin olusmasma imkan vermeden %100 oraninda iirlin verimi
saglayan biyokatalizorlere enzim adi verilir. Ribozimler disinda, canlilarda
gerceklesen kimyasal dontigiimlerin tamami protein yapisindaki enzimler tarafindan
gerceklestirilir  (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Enzimler canli organizmalarda
gerceklesen reaksiyonlarm hizint 10'7 kata kadar arttirabilir. Bugiine kadar 5.000
civarinda enzimin c¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizledigi rapor edilmistir.
Katalizleme esnasinda, kimyasal enerji korunur ve tepkime sonucunda monomerlerin
birlesmesiyle polimerler ve polimerlerin parcalanmasiyla monomerler elde edilir

(Lehninger 2005).

1.1.2. Enzim aktivitesi iizerine etki eden faktérler

Enzimatik reaksiyonlar esnasinda, enzim aktivitesi tizerine ¢esitli faktorler etki
ederek reaksiyon hizinin degismesine neden olurlar. Bu faktorler: sicaklik, pH, enzim
konsantrasyonu, zaman, substrat konsantrasyonu, iiriin konsantrasyonu, ¢esitli iyonlar,

fiziksel faktorler ve inhibitorler olarak siralanabilir (Turgut 2009).

Sicakhik

Sicaklik enzimatik reaksiyonlar da enzim iizerine dogrudan bir etkiye sahiptir.
Cogu enzim 50-60 °C araliginda denatiire olurken bazi enzimler ise 100 °C sicakliga
kadar aktivite gosterebilirler. Fakat enzimlerin 1siya maruz kalma siiresi oldukca
onemli bir etkendir. Ornegin; oda sicakliginda birkag saat bekletilen enzim 100 °C’de
birka¢ saniye bekletilen enzime gore daha fazla yikici etkiye maruz kalabilir. Bu
sebepten Otiirli canli dokulardan elde edilen enzimler, buzdolabi, derin dondurucu gibi
soguk yerlerde muhafaza edilir. Genelde sicaklik artarken enzimin aktivitesi de artar.
Fakat belirli bir sicakliktan sonra enzim denatiire oldugu i¢in aktivite diismeye baslar.
Enzim aktivitesinin maksimum oldugu sicakliga optimum sicaklik denir (Turgut

2009).



Reaksiyon hizi

Y

Sicakhk

Sekil 1.1. Sicakligin reaksiyon hizi tizerindeki etkisi

pH

Enzim aktivitesinin degigsmesinde pH oOnemli faktorlerden birisidir. Biitiin
enzimlerin aktivitelerini en iyi sekilde gosterdigi bir pH degeri bulunmaktadir ve
aktiviteleri bu degerlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Buna bagli olarak her
enzimin gostermis oldugu aktivite egrisi de birbirinden farklidir (Keha ve Kiifrevioglu

2009).

Uygun pH

Reaksiyon hizi

Y

pH

Sekil 1.2. pH' nin reaksiyon hiz1 tizerindeki etkisi

Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi enzimin substrata doygun oldugu anda, enzim
konsantrasyonuna bagli olarak artar. Buna paralel olarakta ortamdaki enzim miktar1

ile reaksiyon hizi dogru orantilidir (Al-Senaidy and Ismael 2011).



Hiz

Konsantrasyon

Sekil 1.3. Enzim konsantrasyonunun reaksiyon hizi iizerindeki etkisi

Zaman

Enzimatik reaksiyonlar devam ederken reaksiyonun hizi giderek azalis
gosterir. Yani enzimatik reaksiyon hizi ile zaman birbiri ile ters orantilidir. Bu duruma
neden olabilecek faktorlere ornek olarak; kullanilan enzimin bir siire sonra denatiire
olmasi, substratin zamanla bitmesi, reaksiyonu sinirlandiracak maddelerin olugmasi

gibi gesitli etkenler verilebilir (Diizcan 2010).

Substrat konsantrasyonu

Enzimatik tepkimelerin hizi, substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla ilk
olarak dogrusal bir artis gosterir; ancak belirli bir zaman sonra tepkime hiz1 azalmaya

baslar ve belirli bir Vimax diizeyinde sabit kalir.

Reaksiyon hizi

Y

Substrat konsantrasyonu

Sekil 1.4. Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hiz1 iizerindeki etkisi

Uriin konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonlar doniisiimlii gergeklesir. Bu sebepten Otiirli tirlinler

tekrar reaktantlara geri dontisebilirler. Bu durum ise baslangi¢ hizini1 degistirir.



Cesitli iyonlar

Enzimin aktivite diizeyinde metal iyonlarinin varligi veya yoklugu, 6zellikle
kofaktor gerektiren enzimler {izerinde oldukga etkili bir faktordiir. Bunun yaninda asir1

agir metal iyonu enzimin yapisini bozan bir faktordiir.

Fiziksel faktorler

Isik ve radyasyon enzim aktivitesini etkileyen fiziksel faktorlerin basinda
gelmektedir. Isigin etkisi enzimler iizerinde degiskenlik gostermektedir. Ornegin
tiikiirikte bulunan amilaz enziminin aktivitesi kirmiz1 ve mavi 1sikta artarken, UV

1sininda aktivitesi azalmaktadir (Turgut 2009).

Inhibitor

Enzim Katalizli reaksiyonlarin hizin1 azaltan veya tamamen durduran
maddelere inhibitdr denir. Inhibitdrler, enzimin aktif bolgesine baglanarak enzim-
substrat kompleksinin olusumunu dnlerler (Voet et al. 2000). inhibitorlerin farkli etki
mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Bu mekanizmalar daha detayli olarak enzim

inhibisyonu baslig1 altinda agiklanmustir.

1.1.3. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

Enzimlerin spesifik olarak etki ettigi madde substrat olarak tanimlanir ve bu
substratlarin sonuna “az” eki getirilerek enzimlerin isimlendirilmesi yapilir (Bingol
1977). Ornek olarak; iirenin, CO2 ve NHs’e parcalandig1 reaksiyonu katalizleyen
enzim “ireaz” olarak adlandirilirken, L-argininin iire ve L-ornitine par¢alanmasini

katalizleyen enzim arginaz olarak isimlendirilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Enzim Komisyonu (NC-
IUBMB) tarafindan biyokimyasal reaksiyonlar1 siniflandirma semasi olusturulmustur.
Bu sema, Enzyme Commission (E.C.) harflerinin ardindan gelen dort ayr1 rakamdan
olusmaktadir. Ilk rakam biyokimyasal reaksiyonlarla ilgili oksidorediiktazlar,
transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar adi altinda alt1 ana siniftan

birini, ikinci rakam enzime ait olan substrat molekiilii veya kimyasal bagin yapisini,



ticiincli rakam kofaktorler icin alt alt grubu ve dordiincii rakam ise biyokimyasal

reaksiyona ait spesifik ayrintilar1 ifade etmektedir (Lee et al. 2007).
NC-IUBMB tarafindan olusturulan alt1 ana sinif su sekildedir.

1. Oksidorediiktazlar: Redoks tepkimelerini katalizleyen enzim
gruplaridir.

2. Transferazlar: Agil, glikoliz, fosfat gruplari gibi fonksiyonel gruplarin
transferini katalizleme Ozelligine sahip enzim gruplaridir (Tekman ve
Oner 1981).

3. Hidrolazlar: C-O, C-N, C-C ve fosfo anhidrit baglar1 gibi baglarin
hidrolitik olarak pargalanmasi1 reaksiyonunu Kkatalizleyen enzim
gruplaridir.

4. Liyazlar: Hidrolitik veya oksidatif olmadan bir mekanizma vasitasi ile C-
C, C-N, C-O gibi baglarin kirilmas1 reaksiyonlarini katalizleyen enzim
gruplaridir.

5. [Izomerazlar: Molekiil i¢i izomer gevrimlerini gergeklestiren enzimlerdir.
Bu izomerler geometrik, optik veya yapisal olabilir.

6. Ligazlar (Sentazlar): ATP veya benzer bir trifosfat grubunun
parcalanmasi sonucu aciga c¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin
baglanma reaksiyonunu katalizleyen enzim gruplaridir (Boyce and Tipton

2001).

1.1.4. Enzim Kinetigi

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlarinin incelenmesine enzim kinetigi adi

verilir (Roskoski 2015).

k; k,

E+S

k3

Bu mekanizmada serbest enzim ve substrat ki hizi ile ES kompleksini

olusturur. Bu kompleks K2 hizi ile enzim ve {iriin olusturuken, ks hiziyla ise substrat ve



serbest enzime geri ayrisir. Bu bilgiler 1s18inda, Michaelis-Menten kinetiginde
baslangi¢ enzim derisimi sabit tutulmus, reaksiyon hizi ile substrat derisimi arasindaki
iliski incelenmis ve elde edilen aktivite verileriyle hiperbolik bir fonksiyon egrisi

ortaya c¢ikarilmistir.

Reaksiyon hizi

Km [S]

Sekil 1.5. Michaelis-Menten grafigi

Bu grafikte V reaksiyon hizini, Vmax maksimum hizi ve Vmax/2 (Kwm) yari
maksimum hizi temsil etmektedir. Bir enzim, susbstrat konsantrasyonu arttikca

smirlayici bir deger olarak yaklagilan maksimum hizi (Vmax) sergiler (Roskoski 2015).
Michaelis-Menten baglantist:

_ Vmax([S]
~ [S]+ Km

Bu denklem, baslangigc reaksiyon hizinin (V) baslangictaki substrat
konsantrasyonundan [S] nasil etkilendigini aciklamaktadir. Reaksiyon, ES

konsantrasyonunun sabit kaldigin1 varsayimina dayanmaktadir.

Dikdortgen seklindeki bir hiperbolii inceleyerek bir enzim i¢in Vimax’1 dogru bir
sekilde belirlemek zor oldugu i¢in, Km degerini de bu sekilde belirlemek zordur.
Ayrica bir enzimin Michaelis-Menten kinetigini takip edip etmedigini veya enzim

davraniginin bundan sapip sapmadigini belirlemek i¢in dogrusal bir grafige ihtiyag



duyulmustur. Lineweaver-Burk grafigi giiniimiizde enzimlerin kinetik analizi i¢in

kullanilan en yaygin dogrusal grafiktir (Roskoski 2015).
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Sekil 1.6. Lineweaver-Burk grafigi

Bu grafikler su anda bilgisayar algoritmalar1 tarafindan belirlenen kinetik

sabitlere dayali olarak agiklama amaci ile kullanilmaktadir (Roskoski 2015).

Kullanilan Lineweaver- Burk denklemi:

1/V=Km/ Vmax x 1/ [S] + 1/Vmax

Bu denkleme gore ordinatta 1/Vmax, apsiste ise 1/[S] degerleri ile bir dogru elde

edilir. Bu dogrunun egimi ise Km / Vmax’dir (Lineweaver and Burk 1934).

1.1.5. Enzim inhibisyonu

Cesitli bilesiklerin, in vivo ve in vitro sartlarda, enzim aktivitesini azaltmasi
veya tamamen yok etmesi olayina inhibisyon adi verilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu
2009). Bir¢ok madde ile enzimler arasinda baglanti olusur ve baglant1 sonucunda
maddeler substrat gorevi goriirler. Ancak bazi molekiiller enzimler ile baglanti
kurabildikleri halde substrat olarak davranmazlar. Bu sebepten Otiirii enzimler
kendilerine has katalitik gorevlerini yerine getiremezler. Bu maddelere ise inhibitor
ad1 verilmektedir (Bingo6l 1977). Kimyasal reaksiyon sirasinda olusan inhibisyon,
ortam kontrolii i¢cin bir mekanizma olusturdugundan dolay1 son derece 6nemli bir

olaydir. Biyokimyacilar arasinda inhibitorler, kompleks bir yapiya sahip olan



metabolik yollarin agiklanmasinda ve enzimlerin etkilesimde bulunduklart cesitli
mekanizmalarin aydinlatilmasinda son derece 6nemli fonksiyona sahiptirler (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Enzim inhibisyonu kendi arasinda doniisiimlii ve doniistimsiiz inhibisyon

olarak iki alt gruba ayrilmaktadir.

1.1.5.1. Déniisiimsiiz inhibisyon

Kimyasal reaksiyon sirasinda enzim ile inhibitr arasinda kovalent bag yada
zor ayrigabilen bir kompleks olusur ve enzim tekrar aktivite gdsteremez. Bu inhibisyon

tiiriine doniislimsiiz inhibisyon denir.
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Sekil 1.7. Doniisiimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi

1.1.5.2. Doniisiimlii inhibisyon

Dontisiimlii inhibisyonda, enzimle inhibitor etkilesimi bir denge reaksiyonu
halindedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu inhibisyon ¢esidinin ti¢ degisik tipi
gozlenmistir. Bunlar; Yarismali (kompetitif) inhibisyon, Yarismasiz (nonkompetitif)
inhibisyon ve Yari yarigsmali (unkompetitif) inhibisyondur (Bingol 1977).

Yarismali (kompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon tiiriinde substrata benzer bir yapiya
sahip olan inhibitor enzime ait aktif bolgeye baglanarak enzim ile substrat arasinda

gerceklesmesi  beklenen baglanmayr engeller. Ancak ortamdaki substrat



konsantrasyonu artirildikca inhibisyon etkisi zamanla azalir, enzime ait Vmax degeri

sabit kalirken Kv degeri artar.

wn

e—-C ¢
Sekil 1.8. Yarismali inhibisyonun sematik gosterimi

Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon ¢esidin de substrat ile
inhibitor, enzim molekiiline ayni anda baglanabilir. Yarismasiz inhibitor, enzimin
katalitik aktivitesini diistiriicti etki gosterir. Ortamdaki substrat konsantrasyonu
artirilarak inhibisyon etkisi ortadan kaldiramaz, enzimin Vmax degeri azalirken, Kwm

degeri sabit kalir.
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Sekil 1.9. Yarigsmasiz inhibisyonun sematik gosterimi

Yan yarismal (unkompetitif) inhibisyon: Bir diger inhibisyon c¢esiti olan yari
yarismali inhibisyon da ise inhibitor sadece ES kompleksine baglanir. Unkompetitif

inhibitdr varliginda, konsantrasyonun yiikseltilmesiyle inhibisyon artabilir. Buna gore



inhibitor varliginda ortamdan siirekli ES kompleksi uzaklastigt icin hem Ky degeri
hemde Vmax degeri diiser. Unkompetitif inhibisyon tipi enzimatik reaksiyonlarda nadir
olarak goriiliirken yarismali ve yarismasiz inhibisyonlar daha sik goézlenmektedir.
Ancak bu inhibitérleri ayirmak hemen hemen imkansizdir (Keha ve Kiifrevioglu
2009).
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Sekil 1.10. Yar1 yarismali inhibisyonun sematik gosterimi

1.2. Peroksidazlar

Peroksidazlar (POD, E.C: 1.11.1.7) ile ilgili ilk calismalar 1809 yilinda
Saunders ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir. Fakat POD terimi ilk kez bir

asir sonra yaban turpundan izole edilen bir enzim i¢in kullanilmistir (Huystee 1987).

POD’lar oksidorediiktazlar grubunda yer alan ve hidrojen peroksit (H202)
varliginda ¢ok ¢esitli organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu katalize eden
proteinlerdir (Banci 1997). Molekiiler agirliklar 32 ile 45 kDa arasinda degiskenlik
gosterir (Rompel et al. 2007). Ayrica 3 ila 9 arasinda degisen pH ‘larda ve 30 ila 80
°C arasinda degisen sicakliklar da H202’yi indirgeme yetenegine sahiptirler

(Vigneswaran et al. 2014).

POD enzimleri; bitkilerde hiicre duvar proteinlerinin ¢apraz baglanmasi (Fry
1986), bitki dokularinda olusan yaralarin iyilesmesi ve bitkinin savunma mekanizmasi
(Bartonek-Roxa et al. 1991), lignin biyosentezi (Imberty et al. 1985), oksin
katabolizmasi1 (Lagrimini et al. 1997) ve tuz toleransi (Amaya et al. 1999) gibi gesitli
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biyolojik gorevleri vardir. Ayrica eczacilikta (Agostini et al. 1997), Klinik
biyokimyada ve immiinoanalizlerde (Kwak et al. 1996) yaygin olarak

kullanilmaktadirlar.

POD’lar bitkiler, hayvanlar ve bakteriler de dahil olmak {izere c¢esitli
kaynaklarda bulunurlar. Yaban turpu (Armoracia rustikana), papaya (Carica papaya),
muz (Musa paradisiaca), c¢iplak kok (Acorus calamus) gibi g¢esitli bitki
kaynaklarindan POD enzimleri elde edilmistir. Bakteriyel tiirlerde Bacillus sp.
(Dawkar et al. 2008; Bansal and Kanwar 2013) ,Pseudomonas sp. (Kalme et al. 2007;
Telke et al. 2010) ve Escherichia coli (Di Gennaro et al. 2014) suslar1 POD’larin
saflagtirlmasinda kaynak olarak kullanilmistir. Auricularia sp. (Liers et al. 2010),
Penicillium geastrovirus, Umbelopsis isabellina (Singh et al. 2019), Thanatephorus
sp. (Sugano et al. 2006) ve Pleurotus ostreatus (Faraco 2007) gibi mantar tiirlerinde
de bu enzimlere rastlanmistir. Ayrica Candida tropicalis ve Debaryomyces
polymorphus gibi maya tiirlerininde POD enzimlerine sahip oldugu goézlenmistir
(Singh et al. 2019).

POD enzimleri kendi aralarinda iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar; hem grubu
ihtiva eden POD’lar ve hem grubu ihtiva etmeyen POD’lardir. PeroxiBase
veritabanina gore hem grubu igeren POD grubu, POD genlerinin %80’ ninden fazlasini
olusturur. Tiol peroksidaz, alkilhidroperoksidaz, NADH peroksidaz gibi hem grubu
icermeyen POD ise daha kiiglik bir alani olusturur. Hem grubu POD’lar da kendi
aralarinda farkli iki aileye ayrilmistir. Bunlar peroksidaz-siklooksijenaz iist ailesi

(PCOXS) ve peroksidaz-katalaz st ailesi (PCATS)’ dir (Pandey et al. 2017).

Peroksidaz-siklooksijenaz iist ailesi (PCOXS): Daha 06nce hayvan
peroksidaz tist ailesi olarak bilinen PCOXS ‘lar dogustan gelen bagisiklik ve savunma
sistemine tepki olarak islev gosteren miyeloperoksidaz (MPO), lakto-peroksidaz
(LPO) ve tiroid- peroksidaz (TPO) gibi hayvan peroksidazlarindan olusmustur (Twala
et al. 2020).
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Peroksidaz-katalaz iist ailesi (PCATS): PCATS ailesi hayvansal olmayan
hem-peroksidaz ailesidir. Bu POD ailesi kendi arasinda {i¢ sinifa ayrilmistir (Pandey
et al. 2016).

1. Simif POD’lar: Hem prokaryotik hem de Okaryotik hiicrelerde bulunan
POD’lar, oksidatif stresin onlenmesinde islev gosterir. Bu POD smifi, sitokrom c
peroksidazlar1 (CCP; EC 1.11.1.5), katalaz peroksidazlar1 (CP; EC 1.11.1.6) ve
askorbat peroksidazlar1 (APX; EC 1.11.1.11)’nm1 igerirler. CCP’ler H2O2’yi suya
indirger. APX’ler askorbati indirgeyici olarak kullanarak H2O>’yi pargalar. CP’ler ise
bakterilerde bulunurlar ve hem katalaz hemde peroksidazin iki iglevli aktivitesine

sahiptirler (Taniwan 2020).

2. Simf POD’lar: Sadece mantarlarda bulunan bu POD sinifi ligninin biyolojik
olarak bozundugu reaksiyonu Katalizler. Lignin peroksidazlar: (LIP; EC 1.11.1.14),
manganez peroksidazlari (MnP; EC 1.11.1.13) ve ¢ok yonlii peroksidazlar (VP; EC
1.11.1.16) bu sinifa dahildir. Beyaz ¢iiriik mantarlar tarafindan salgilanan LIP ve MnP,
lignini polimerize etme yetenegine sahiptir. LIP’ler, cesitli fenolik olan veya olmayan
bilesikleri indirgerken, MnP’ler ise Mn (Il) formdaki POD’a bagli oksidasyonu
katalize eder. VP’ ler, LIP ve MnP arasinda bulunan hibrit bir yapiy1 paylasir. Bu
sebepten dolay1 sadece Mn (1)’ yi degil ayn1 zamanda Mn yoklugunda LIP’e benzeyen
fenolik olan veya olmayan bilesikleri de oksitler (Taniwan 2020).

3. Smif POD’lar: Cesitli bitkilerde bulunan ve farkli fizyolojik siireglerde yer
alan POD sinifi, yaban turpu (HRP), soya fasulyesi (SBP), yer fistigi (PNP) ve gesitli
bitki POD’larin1 igerir (Taniwan 2020).
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Sekil 1.11. POD’larin genel katalitik dogiisti (Veitch 2004)

Bitkilere 6zgii hem POD’larin katalitik dongiisiiniin ilk basamagi indirgenme-
yiikseltgenme reaksiyonudur. Bu reaksiyonda POD enzimi ile bu enzimin ekivalenti
tepkimeye girer. Reaksiyon sirasinda ortamda bulunan H202 suya indirgenirken
ortamda bulunan enzim ise yiikseltgenmektedir. Bu tepkime sonunda bilesik I olusur.
Ardindan katyon radikaline doniismiis olan bilesik I Fe(IV) haline doniismek i¢in
ortamda substrat olarak bulunan guaiakolden bir adet proton (H*) kopararak
indirgenirken guaiakol ise radikal sekline gelir. Bu islemin sonucunda ise bilesik II
olusur. Olusan bu bilesik porfindir ve oksiferril bir merkezi bulunmaktadir. Son olarak
olusan bilesik II ilk haline gelmek i¢in ortamda bulunan guaiakolden bir adet proton
kopararak indirgenir ve tekrardan ilk haline doniisiir. Tiim bu reaksiyon dongiisiinde
ortaya ¢ikan radikal seklindeki substratlar polimerlesmek i¢in birbirleriyle siirekli

etkilesim halindedirler (Veitch 2004).

1.2.1. Bitki Peroksidazlar:

Bitki POD’lar1 32.500 ila 42.000 kDa arasinda degisen molekiiler agirliga
sahiptirler. Bitki POD’lar1 yaklasik %25 oraninda karbonhidrat igerirler. Ayrica
yaklasik 300 amino asit kalintisi, iki glukozamin, iki adet kalsiyum ve iki ila alt1

arasinda degisen glikosilasyon bélgesi icerir. Izoelektrik noktalar: 3,5 ila 10 arasinda
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degiskenlik gosteren bu enzimler termostabil proteinler olarak kabul edilir (Vicuna
2005).

1.2.2. Peroksidazlarin kullanim alanlar:

POD’lar bir¢ok endiistriyel ve analitik alanda kullanilir. Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) testinde kullanilan konjuge antikorlarin
hazirlanmasinda kullanilan en uygun enzimlerdir. H2O2 iireten polienzimatik
sistemlerde diger enzimlerle birlestirilmis olan POD enzimi, kandaki glikoz gibi
bir¢ok bilesigin belirlenmesinde de kullanilir. POD’lar oksidatif 6zelliklerinden dolay1
cesitli oksidasyon tekniklerinde kullanilabilecegi alanlar da bulunmaktadir (Regalado

et al. 2004).

1.3. Afinite Kromatografisi

Kromatografi, biyokimyasal analizlerde en yaygin kullanilan ayirma
yontemlerinden birisidir (Miller 2003). Ilk olarak 20. Yiizyilda Michael Tsvett

kromatografi yontemini kullanarak renkli pigmentleri birbirinden ayirmistir.

Afinite kromatografisi ise 1968 yilinda Catrecasas, Wilcheck ve Anfinsen
tarafindan enzimlerin izolasyonun da kullanilmistir. Kullandiklar1 teknige de afinite

kromatografisi teknigi adin1 vermislerdir (Mayers and Van Oss 1998).

Gegmis 50 yilda, biyomolekiillerin ayristirilmasinda ¢esitli geleneksel
yontemler kullanilmistir. Ancak bu durum zamanla degiserek cesitli yeni ayirma
yontemlerini ortaya ¢ikarmistir. Bu yontemlerden birisi de afinite kromatografisidir.
Y 6ntemin temel esas1 proteinleri biyolojik 6zelliklerine dayanarak ayrilmasidir. Farkli
teknikler kullanilarak yapilan saflagtirma islemleri birgok basamakta gerceklesmesinin
yant sira ¢ok fazla zaman almaktadir. Ancak afinite kromatografi teknigi kullanilarak
stirecin hem daha kisa bir siirede tamamlanmasini hem de ayrilmast miimkiin olmayan
bircok biyolojik materyalin tek basamakta ayrilmasini saglar. Afinite kromatografisi
kendi arasinda ¢esitli alt dallara ayrilmistir. Biyoafinite, lektin afinitesi, metal iyonu

afinitesi alt dallarindan sadece birkagidir. Afinite kromatografi bashigi altindaki
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yontemlerin tamami canli organizmalarda hayati 6nem tasiyan protein ve enzim gibi

cesitli molekiillerin birbirinden ayirma isleminde kullanilmaktadir (Konak vd. 2014).

Afinite kromatografisi, elde edilmek istenen biyomolekiil kat1 matriks iizerine
kovalent bag ile baglanmis halde bulunan liganda tutunarak karisimdan ayrilir. Bu olay
hidrofobik kuvvetler, iyonik etkilesimler, London dagilma kuvveti, dipol-dipol
etkilesimi ve ylik-aktarim etkilesimlerinden bir veya birkaginin ayn1 anda olusmasi ile
meydana gelir. Baglanmis olan molekiillerin ortamdan ayrisma olay1 ise ortam
sicakligindaki degisiklikler, ortamin pH'si, yarismaci ligandlar, iyonik giic veya
ortama eklenen solventler ile gergeklestirilir (Celikkaya 2017).

Afinite kromatografisinin kullanim amaglart:

e Kompleks karigimlardan elde edilmek istenen bir maddeyi saflastirmak icin
e Maddelerin bozulmus sekilleriyle dogal sekillerini birbirinden ayirmak icin
e Biiyiikk miktarlardaki madde karigimlarindan kiiclik miktardaki biyolojik

materyalleri ayirmak i¢in

1.3.1. Afinite kromatografisi calisma prensibi

Afinite kromatografisi, saflastirmak istenilen proteinin ¢oziinmeyen bir destek
materyali (matriks) lizerinde hareketsizlestirilmis baglayict madde (ligand) tarafindan
spesifik ve tersine cevrilebilir sekilde adsorbe edildigi bir tiir adsorpsiyon
kromatografisidir (Hatti-Kaul and Mattiasson 2003). Bu yontem ile saflastirma islemi

tek basamakta ve yiiksek verim ile gergeklestirilebilir (Shen 2019).

Afinite kromatografisinin ¢alisma prensibi: hedef proteine 6zgi afinitesi olan
ligand, kolondaki recineye kovalent olarak baglanir ve kolonda hareketsizlestirir. Daha
sonra hazirlanan homojenat kolondan gegirilirken ayirmak istenilen protein liganda
tutunur ve protein karisimdan ayrilir. Son olarak recineye yiiksek konsantrasyonlarda
serbest ligandlar (pH degisimi, farkli afiniteli diger molekiiller, tuzlar) eklenerek hedef

protein regineden ayrilir ve boylelikle saflastirma islemi gergeklesmis olur (Shen
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2019). Afinite kromatografisinde saflastirma ¢ogu zaman 100 ila 1000 kat arasinda
olmaktadir (Hatti-Kaul and Mattiasson 2003).
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2. KAYNAK OZETLERI

POD’lar oksidorediiktazlar grubunda yer alan ve H20> varliginda ¢ok ¢esitli
organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu katalize eden proteinlerdir (Banci
1997; Yemencioglu et al. 1998). Bu enzimler mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar
da dahil olmak flizere canli organizmalarda yaygin olarak bulunurlar (Koéksal and

Giilgin 2008).

POD’lar bitkilerin hiicre duvarlarina iyonik veya kovalent bag ile baglanirlar
(Belcarz et al. 2008) ve hiicre duvarinin sertlesmesi, organogenezi, hiicre duvarina
polisakkaritlerinin ¢apraz baglanmasi, fenol oksidasyonu, doku hasarinin onarilmasi,
tuz stresine karsi tolerans gelistirilmesi ve savunma mekanizmalari gelistirilmesi gibi

cesitli fizyolojik durumlarda gérev alirlar (Somtiirk 2013).

POD’lar, in vitro kullanimlari giin gectikge yayginlagsmasi ile birlikte
immiinolojik, biyoteknolojik ve endiistriyel gibi cesitli alanlarda daha fazla tercih
edilen bir enzim grubu haline gelmislerdir. Kullanim alanlarina fenoller gibi ¢evresel
Kirleticilerin biyoremediasyonu, kagit endiistrisinde delignifikasyon, teshis Kkiti
gelistirilmesi, immiinoassay testleri, organik ve polimer sentezi Ve biyosensor
teknolojisi  gelistirilmesi ornek olarak verilebilir. Ayrica etli gida iriinlerinin
islenmesi, fenollerin polimerizasyon yoluyla g¢okeltilmesi ve endiistriyel atiklarin
renklerinin giderilmesi sirasinda olusan lipit peroksidasyon miktarinin belirlenmeside

POD’larin kullanim alanlarina eklenebilir (Pandey et al. 2017).

Literatiirde bitkisel kaynaklarda bulunan POD enzimlerini saflagtirma
caligmalarinda  kullanilan afinite kromatografisinin yaninda jel filtrasyon
kromatografisi, metal ve hidrofobik afinite kromatografisi, iyon degisim
kromatografisi gibi ¢esitli teknikler de kullanilmistir. Bu ¢aligmalara; jel filtrasyon
yontemi kullanilarak lima fasulyesinden (Wang et al. 2009), hidrofobik afinite
kromatografi yontemi kullanilarak domatesten (Jen et al. 1980), jel filtrasyon yontemi
kullanilarak maruldan (Giingér vd. 2005), hidrofobik afinite ve jel filtrasyon
kromatografi yontemi kullanilarak tatli patates yumrularindan (Leon et al. 2002), jel

filtrasyon ve iyon degisim kromatografi yontemi kullanilarak biiriiksel lahanasindan
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(McLellan and Robinson 1987), iyon degisim ve jel fitrasyon kromatografi yontemi
kullanilarak portakaldan (Clemente 1998) yapilan POD saflagtirmalar1 6rnek olarak
verilebilir. Ayrica katyon degisim kromatografi yontemi ile zeytinden (Saraiva et al.
2007), iyon degisim kromatografi yontemi ile 1sirgan otundan (Giilgin 2002), katyon
degisim kromatografi yontemi ile misirdan (Mika et al. 2008) ve jel filtrasyon
kromatografi yontemi ile brokoliden (Koéksal and Giilgin 2008) yapilan

saflagtirmalarla da 6rnekler genisletilebilir.

Literatiirde bugline kadar yapilmis olan c¢esitli saflastirma caligmalar
sonucunda POD’lar i¢in ¢ok sayida izozim yapist kesfedilmistir ve bu ¢aligmalarda
izozimlere ait optimum pH, molekiler agirlik (MA), stabil sicaklik, substrat
spesifikligi gibi kendilerine has karakteristik 6zellikleri ortaya ¢ikarilmistir (Tipawan
and Barrett 2005). POD enzimlerinin molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde
kullanilan Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
yontemi kullanilarak; vanilya ¢ekirdegi POD’un 46,5 kDa (Marquez et al. 2008), ¢ilek
POD’un 65 kDa (Civello et al. 1995), hurma yapragi POD’un 48 kDa (Deepa and
Arumughan 2002), zeytin POD’un 44 kDa (Tzika et al. 2009), karalahana POD’un 95
kDa (Gulcin and Yildirim 2005), domates POD’un 43 kDa (Jen et al. 1980; Signoret
and Crouzet 1982) oldugu bulunmustur. Optimum pH’larmin ise genelde 5,0 ila 7,5

arasinda degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir (Tipawan and Barrett 2005).

Anavatani1 Giiney Asya, Hindistan ve Afrika olan bériilce (Vigna unguiculata)
yiiksek sicakliklara kars1 dayaniklilik gosteren baklagil familyasina ait dnemli bir bitki
cesitidir. Ulkemizde en ¢cok Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde goriilen bu bitki en fazla
Isparta, Manisa ve Mugla illerinde yetistirilir. Bu sehirleri Denizli, izmir, Canakkale
ve Balikesir takip etmesinin yani sira Antalya ve Hatay illerinde de yetistiriciligi

yapilmaktadir (Unlii ve Padem 2004).

POD’lar ticari agidan dnemli bir enzim sinifidir. Bu enzimler biyoteknolojik
uygulamalarda, gesitli ihtiyaglara genis bir yelpazede cevap vermektedir. Tiirkiyede
yetistiriciliginin fazla olmasindan dolay1 da boriilce alternatif bir POD kaynagidir.
Tiim bunlar g6z Oniline alindiginda, bu tez kapsaminda ilk kez bdriilce bitkisinden

(Vigna unguiculata) afinite kromatografisi teknigi kullanilarak POD enziminin tek
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basamakta saflastirilmast gerceklestirilmigtir.  Bunun yaninda, saflagtirmada
kullanilabilecek c¢esitli ligandlarin etkinligi, inhibisyon degerleriyle karsilastirilarak
analiz edilmistir. Arastirmamizda ayrica ¢esitli alanlarda kullanim potansiyeli

olabilecek boriilce POD enziminin biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

CNBr-Sefaroz-4B, Disodyum karbonat (%99), Sodyum hidrojen karbonat
(%98), Guaiakol (%98), Hidrojen peroksit (%30), Sigir serum albiimin, Sodyum
asetat (%99), TEMED, Formaldehit, Glutalaldehit, Sodyum Kloriir (%99), N,N’-
metilen bisakrilamid, Akrilamid, Etanol, Metanol, Coomassie brillant blue G-250/ R-
250, Brom timol mavisi, Gliserol, L-tirozin, Trihidroksimetilaminometan (Tris),
Sodyum siilfat, Potasyum dihidrojen fosfat, Sodyum dodesilsiilfat, Giimiis nitrat,
Sodyum perklorat, Hidroklorik asit, Siilfirik asit, Fosforik asit, L-Tirozin, izoproponol,
Sodyum hidroksit ve Trikloro asetik asit, Merck KGaA’dan (Darmstadt, Almanya).
B-merkaptoetanol, Dimetil 5-amino izopitalat (%98), Metil 4-amino 3-bromo 5-
klorobenzoat (%96), Metil 4-amino 3-bromo 2-metil benzoat (%98) ve Metil 4-amino
3-bromo 5-florobenzoat (%97) Fluorochem Ltd.'den (Derbyshire, UK) ve Protein
standards (Lot:26616) Thermo Fisher Scientific (MA, USA)’dan satin alindi. Boriilce

bitkisi (Vigna unguiculata) piyasadan temin edildi.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma boyunca kullanilan alet ve cihazlar

Calkalayici Midi Dual 14
pH metre Mettler Toledo Seven Compact
Hassas terazi Denver Instrument

Derin dondurucu (-20 °C’ ye kadar) ~Samsung

Afinite kolonu Sigma

Karistirici (Shaker) IKA KS 130 basic
Magnetic karistirici WiseStir MSH-20A

Buz dolaplar1 Bosch

Gii¢ kaynagi 1-Bio R ad Power Pac 3000
Karstirier (Vorteks) Fisonswhirli-mixer
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NMR Bruker 400 MHz

Saf su cihazi Barnstead Easy Pure UV/UF
Su banyosu Niive

Kar makinesi Scotsman AF-20 (Authomaticice machines)
Otomatik pipet Axigen

Ultraturaks Heidolph Silient Crucher M
Peristaltik pompa Ismatec

Spektrofotometre Agilent Cary 60

Rotary Evaparator Heidolph

Sogutmali santrifiij Hermle Z 323 K(Germany)
Elektroforez tanki Biorad (dikey)

3.1.3. Biyokimyasal calismalarda kullanilan cozeltiler

Calismalar boyunca ¢esitli ¢ozeltiler kullanilmigtir. Bu ¢6zeltilerin hazirlanma

sekli ve kullanim alanlar1 asagida detayli bir sekilde belirtilmistir. Cozeltilerin

hazirlanmas1 esnasinda kullanilan su aksi belirtilmedigi taktirde saf sudur.

3.1.3.1. Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

1.

NaHCO3z tamponu (pH 10, 0,1 M) (CNBr-Sefaroz-4B ile L-tirozin
reaksiyonu i¢in): NaHCO3’mn 1,05 grami 75 mL saf suda ¢oziildii. 2 N
NaOH pH 10 oluncaya kadar ilave edildi, son hacim 100 mL’ ye
tamamlandi.

NaHCO3 tamponu (pH 10, 0,2 M) (Ligandlarin Sefaroz-4B-L-tirozin
kenetlendirilmesi reaksiyonu igin): 2,4 g Tris-HCI 170 mL saf suda
¢ozildi. 3 M HCl ¢ozeltisi ile nihai pH 10’a getirildi, sonra son hacim 200
mL’ye saf su ile tamamlanda.

K2HPO4 tamponu (pH 6,8, 25 mM) (Afinite jellerinin yikanmasi ve kolona
yiiklenmesi i¢in): 1,74 gr KoHPO4 tartildi ve 350 mL saf suda ¢oziindii.
0,5 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 6,8’e getirildi, daha sonra son hacim
400 mL olacak sekilde saf su ilave edildi.
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3.1.3.2. Boriilce homojenati hazirlanmasinda kullanilan tampon

KH2POs tamponu (pH 7,0, 0,2 M) (Sivi azot yardimiyla boriilcenin

pargalanmasi sonrasi dokularinin igine alinmasi igin): 2,7 g KH2POas, 90 mL saf suda

¢ozildi ve pH 7,0 oluncaya kadar 2 M NaOH kullanilarak titre edildi, son olarak

toplam hacim saf su kullanilarak 100 mL’ ye tamamlandi.

3.1.3.3. Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1.

KH2PO4tamponu (pH 6,8, 10 mM) (CNBr-Sefaroz-4B afinite kolonlarinin
dengelenmesi igin): 2,72 gr KH2POg, 1,950 mL saf suda ¢oziildii ve 0,5 M
NaOH ile pH 6,8 oluncaya kadar titre edildi, daha sonra son hacim saf su
ile 2 L’ ye tamamlandi.

KH2PO4 tamponu (pH 6,8, 25 mM) (afinite kolonlarina homojenatin
tatbikinden sonra kolonlar1 yikamak igin): 2,72 g KH2P04 750 mL saf suda
¢oziildi. 0,5 M NaOH ile pH 6,8’¢ kadar titre edildi, daha sonra toplam
hacim saf su ile 800 mL’ye tamamlandi.

KH2P04 tamponu (pH 6,8, 25 mM, 0,75 M NacCl igerir) (POD enziminin
eliisyonu i¢in) 8,77 g NaCl ve 0,6805 g KH2P04 190 mL saf suda ¢oziildii.
0,5 M NaOH ile pH 6,8’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim saf

suyla 200 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.4. POD Aktivite 6l¢iimiinde kullamlan ¢ozeltiler

1.

Aktivite 6l¢iim tamponu: 0,1 M KH2P04, 2,72 gr potasyum dihidrojen
fosfat, hassas terazide tartilmis ve 80 mL saf su igerisinde ¢Ozlinmiistiir.
Daha sonra pH 6,0 oluncaya kadar NaOH ile titre edilmis ve son olarak
hacim 200 mL’ ye tamamlandi.

45 mM Guaiakol ¢ozeltisi: 1 mL’lik pipet kullanilarak 996 pL guaiakol
alinmis ve son hacim 200 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

225 mM H20. ¢ozeltisi: H202’den (%30’luk) 1000 pL’ lik pipet
yardimiyla 456 pL alindi ve hacim 200 mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.5. Substrat spesifikligine yonelik yapilan ¢alismalarda kullanilan

cozeltiler

1.

0,1 M guaiakol ¢ozeltisi: 2200 pL guaiakol alind1 ve hacim 200 mL’ye
tamamlandi.

0,1 M H0: ¢ozeltisi: 634 uL H>O> alind1 toplam hacim 200 mL olacak
sekilde saf su ile tamamlandi.

0,1 M 4-metilkatekol ¢ozeltisi: 2,48 g 4-metilkatekol tartildi ve son hacim
0,2 L olacak sekilde hazirlandi.

ABTS ¢ozeltisi: 0,1 M NaH2PO4’ten 3 gr ve ABTS’den 0,137 gr tartildi
ve 200 mL’ye tamamlandi. Daha sonra pH 6,0 olacak sekilde ayarlandi.
(son hacim 0,25 L)

3.1.3.6. Protein tayini cozeltisi

Coomassie brillant blue G-250 reaktif ¢ozeltisi: 0,2 g coomassie brillant blue
G-250 100 mL etanolde (%98’lik) ¢ozildii, bu ¢ozeltiye %95°1ik 0,2 L fosforik asit

ilave edilerek c¢ozelti 2 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda

muhafaza edildi.

3.1.3.7. Elektroforezde kullanilan c¢ozeltiler

1.

1 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8): 24,2 g Tris, 190 mL saf suda ¢6ziildi. 3
M HCI kullanilarak pH 8,8’e ayarlandi, son hacim 200 mL olacak sekilde
saf su eklendi.

1 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8): 24,2 g Tris, 190 mL saf suda ¢oziildii. 3
M HCI kullanilarak pH 6,8’e ayarlandi, son hacim 200 mL olacak sekilde
saf su eklendi.

Akrilamid (%30) / Bisakrilamid (%0,8) ¢ozeltisi: 30 g akrilamid ve 0,8 g
bisakrilamid tartildi. Daha sonra 69,2 g saf suda ¢oziildii.

SDS (%10): 2 g SDS 18 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (%10): 2 g amonyum persiilfat tartild1 ve saf

su ile 10 mL’ye tamamlandi.
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6. Yiriitme tamponu: 3 g ve 15 g glisin, 900 mL saf suda ¢6ziildii ve lizerine
10 mL %10’luk SDS c¢ozeltisi ilave edilerek toplam hacim 1 L’ye
tamamlandi.

7. Brom timol mavisi ¢ozeltisi (%0,1): 0,2 g boya 10 mM 32 mL NaOH
¢ozeltisi icerisinde ¢Oziindii ve toplam hacim saf suyla 200 mL’ye
tamamlandi.

8. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI ¢ozeltisinden (pH 8,8) 1 mL, %10’luk
SDS’den 2 mL, %100’liik gliserinden 2 mL ve %0,1’°lik brom timol mavisi
cozeltisinden 2 mL alind1 ve son olarak 2 mL -merkaptoetanol eklenerek

20 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.8. Giimiis boyamada kullanilan ¢o6zeltiler

Glimiis boyamada protein bantlarinin saptanabilmesi icin dort farkli ¢ozelti
hazirlandi. Bu c¢ozeltiler sirasiyla; tespit ¢ozeltisi, rediiksiyon ¢ozeltisi, boyama

¢ozeltisi ve yikama ¢ozeltisidir.

1. Tespit ¢ozeltisi: 120 mL saf su, 60 mL %98 lik etanol, 20 mL asetik asit
homojen bir dagilim olana kadar manyetik karistiricida karigtirildi.

2. Rediiksiyon cozeltisi: 90 mL etanol, 9,6 g sodyum asetat, 0,3 g sodyum
tiyosiilfat, 6 mL glutalaldehit ve saf su kullanilarak hazirlandi. 160 mL su
ve etanol ilk olarak karigtirildi. Daha sonra asetik asit ile pH 6,0'a
ayarland1 ve sirasiyla sodyum tiyosiilfat ve glutalaldehit eklendi. Son
hacim 0,3 L"ye tamamlandi.

3. Giimiis boyama cézeltisi: 0,2 g glimiis nitrat 200 mL saf su igerisinde
¢Oziindii ve lizerine 60 pL formaldehit eklenerek kullanimdan hemen 6nce
hazirlandi.

4. Yikama ¢ozeltisi: 7,5 g Na,COs, 540 mL saf su igerisinde ¢oziindii ve son

olarak ¢ozeltiye 240 pL formaldehit eklendi.
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3.2. Yontemler
3.2.1. Protein tayini

3.2.1.1. Kalitatif protein tayini

Kromatografi iglemleri sirasinda, esit hacimde toplanan enzim igeren biitlin
fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu tayin ydntemi protein yapisinda
bulunan aromatik amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV
15181 absorblamalar1 esasina dayanir (Segel 1968). Elde edilen eliiatlarda, bulunan
proteinin miktari, numuneler kuvartz kiivetlere (1 mL) konularak spektrofotometrik

olarak o6l¢iildii, kor olarak tampon ¢ozelti kullanildi.

3.2.1.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Homojenatta ve afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan enzim
cozeltilerinde ki protein miktarlar1 Bradford metodu kullanilarak hesaplandi.
Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi kullanilarak gerceklestirilen bu yontem, negatif
yiiklii boyanin, proteinlerin ihtiva ettikleri amino asitlerin iizerindeki pozitif yiike
baglanma esasma dayanir. Boya, 465 nm ve 595 nm’de maksimum absorbans veren
iki formda bulunur. Proteinin boyaya baglanmasi1 sonucunda, kirmizi formun mavi
forma doniigiimii saglanir. Bu yontem, ozellikle bozucu faktorlere karsi oldukga
hassastir (1-100 pg). Reaksiyon tekrar edilebilir ve goreceli olarak hizli gerceklesir
(iki dakikada sonug elde edilebilir). Yukarida bahsedilenler 1s1g1nda, protein tayinide
su prosediir izlenmistir: 1 mg/mL s1g1r albumin ¢dzeltisinden tiiplere sirasiyla 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl aktarild1 ve saf su kullanilarak son hacimler 0,1
mL’ye tamamlandi. Daha sonra 4,9 mL boya ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteks
yardimiyla kanistirildi. 10 dakikalik inkiibasyonu takiben 595 nm’de absorbans
degerleri 6l¢iildii. Kor olarak ise, 0,1 mL ilgili tampon (homojenat veya eliisyon) ve
4,9 mL boya ¢ozeltisi iceren karisim kullanildi. Elde edilen sonuglardan pg proteine
karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak standart grafik olusturuldu. Ortamdaki
protein miktarin1 belirlemek i¢in, saflastirmanin her asamasinda enzim numuneleri 3
ayr tlipe sirastyla 100, 200 ve 300 pL alinarak, iizerlerine sirasiyla 4,9, 4,8, 4,7’ ser
mL boya ¢ozeltisi eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibe edildi

ve inkiibasyon sonunda 595 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii. Bu islem 3 defa
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tekrarland1 ve 3 ayr1 6l¢im sonucunun aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten

yararlanilarak protein miktarlar1 belirlendi (Bradford and Williams 1976).

3.2.2. Peroksidaz aktivitesi tayini

Boriilce POD enziminin aktivitesi, Sisecioglu ve arkadaslar1 tarafindan
Onerilen prosediir kullanilarak spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. Bu prosediire gore,
POD enzimi H20, varliginda, guaiakol substratin yiikseltgenmesi reaksiyonunu
katalizler ve yiikseltgenme sonucunda olusan tetraguaiakol 470 nm’de absorbans
artisina neden olur. Kullanilan 6l¢iim metodu, bu absorbans artisininin izlenmesi

esasina dayanir (Sisecioglu et al. 2010).

- /

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin tetraguaiakole yiikseltgenmesinin reaksiyon semasi
(Corban et al. 2011)

Aktivite Ol¢imiinde 3 mL hacime sahip, 1 cm kuartz kiivet kullanild.
Reaksiyon karigimina son olarak enzim ¢ozeltisinin ilavesiyle reaksiyon baslatildi ve
3 dakika boyunca, 470 nm’de absorbans artig1 spektrofotometrede 30 sn’lik dongiiler
halinde izlendi.
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Cizelge 3.1. POD aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan ayrintili kiivet icerigi

Kullanilan Cozeltiler Kor (mL) Numune (pL)
Aktivite tamponu 1,0 990

Guaiakol 1,0 1000

H.0: 1,0 1000

Enzim - 10

Toplam 3,0 3000

Peroksidaz aktivitesi asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplandi:

Absorbans (A) = Ekstinksiyon katsayisi (g, tetraguaiakolymax=470 nm,
£=26,6 mL pmol ! cm™) ) * Isik yolu (b, cm) * Konsantrasyon (c, pmol/mL)
EUmML™ = [(PA dk 1) * Tn/ (e * En)] * S

Burada “A dk, dakika basina absorbans degisikligi, Th, test hacmi (mL), Ep,

enzim hacmi (mL) ve Sr, seyreltme faktorii.

Enzimin saflagtirilma asamalarinda, homojenat aktivitesinin Ol¢limiinde ve
Kinetik testlerde substrat olarak guaiakol kullanildigi igin, 1 enzim dinitesi oda
sicakliginda 1 dakikada, | pmol guaiakol’iin oksidasyonunun katalizini ger¢eklestiren

enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

3.3. Boriilce (Vigna unguiculata) Bitkisinden POD Enziminin Saflastirma

Calismalan

3.3.1. Boriilce homojenatinin hazirlanmasi

20 g boriilce tartilarak ilk 6nce mekanik olarak parc¢alandi. Daha sonra siv1 azot
yardimiyla toz haline getirildi ve Onceden hazirlanmig homojenat tamponundan
tizerine 80 mL ilave edilerek 3 dakika boyunca manyetik karistiricida karistirildi. Elde
edilen kivamli karigim, 2.400 rpm’ de ultraturrakslanarak bitki hiicrelerinin
parcalanmasi ve homojenize olmasi saglandi. Tam anlamiyla homojenizasyonu
saglanan karisim santrifiij tiiplerine alind1 ve 12.000 xg’ de 40 dakika boyunca

santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatant ¢okelekten ayrildi ve daha
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sonra uygulanacak olan saflastirma islemlerinde kullanilmak iizere -80 °C’de

muhafaza edildi.

3.3.2. POD inhibitorleri ve ligand secimi

Bitki POD'lerinin 4-aminobenzohidrazid tiirevi molekiiller ligand olarak
kullanilarak  saflagtirllmasi, arastirmacilarin  biliylik ilgisini ¢eken giincel
yaklagimlardan biridir. Bu molekiiller tabanli afinite kromatografisi ile karaturp ve
salgamdan (Oztekin et al. 2019), at turpundan (Almaz et al. 2021) ve ¢ali fasulyeden
(Oztekin and Tasbasi 2020) POD enzimleri basarili bir sekilde tek kademede
saflastirilmistir. Onceki calismalarda elde edilen verim ve saflastirma katsayilari
dikkate alindiginda, 4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid ve 4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid molekiilleri en etkili
molekiiller oldugu goriilmiistiir ve bu ¢calismada da boriilce POD’ nin saflastirilmasinda
kullanilmigtir. Ayrica bu tez kapsaminda 5-amino-izoftalohidrazid sentezlenmis ve

cift hidrazin gruplu alternatif bir ligand olarak incelenmistir.

Br Br
(0] 0]
NH, NH,
NH NH
NH, F NH,
4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid
(@) /N H,
Br NH
O
NH, HoN
NH NH;
Cl NH, NH
(0]
4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid 5-aminoizoftalohidrazid

Sekil 3.2. Ligand olarak kullanilacak molekiillerin acik yapisi

3.3.3. Aminobenzohidrazid tiirevlerinin sentezi

4-amino  3-bromo  2-metilbenzohidrazid (a) 4-amino 3-bromo 5-

florobenzohidrazid (b) ve 4-amino 3-bromo 5-klorobenzohidrazid (c) molekiillerinin
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sentezinde, metil benzoat formlari ¢ikis bilesikleri olarak kullanilmis ve benzohidrazid
formlar1 basariyla sentezlenmistir. Sentez prosediirii ve karakterizasyonlar1 onceki
calismalarimizda ayrintili olarak verilmistir (Oztekin and Tasbasi 2020; Oztekin et al.

2021).

5-amino-izoftalohidrazid molekiiliiniin sentezi igin 1 gr 5-aminoisophthalate
(5,6 mM) ve %64°liik hidrazin hidrat ¢6zeltisi (3 mL) 30 mL metil alkol igerisinde
¢oziildii ve reaksiyon tamamlanincaya kadar refluks edildi. Coziicli uzaklastirildi ve
kat1 pellet etanolde ¢oziilerek kristallenmeye birakildi. Olusan beyaz kristaller siizgeg
kagid1 yardimiyla ayrildi ve soguk etanolle yikandi. Molekiil karekterizasyonu H?-
NMR ve HRMS ile dogruland.

0 0. NH,
OMe NH
NH,NH,
H2N i H2N
/NH2
OMe NH
0] 0]

Sekil 3.3. 5-aminoizoftalohidrazid sentez semasi

3.3.4. Afinite jellerinin hazirlanmasi

2 gr CNBr-Sefaroz-4B tartild1 ve yaklagik 200 mL saf soguk su ile yikandi.
Daha sonra NaHCO3 tamponu igerisine aktarildi. Ayni tamponun 100 mL’sinde 60 mg
L-tirozin ¢6ziindii ve ¢ozelti CNBr-Sefaroz-4B ile ayni behere aktarilarak reaksiyon
baslatildi. Ardindan, 2 saat siireyle oda sicakliginda manyetik karistiricida yavasga
karistirild1 ve 16 saat boyunca 4 °C’de bekletildi. Bu siire sonunda hazirlanan matriks
bol su ile yikandi, boylece reaksiyona girmeyen L-tirozin tamamen uzaklastirilmig

oldu.

Calismamizda ligand olarak kullandigimiz amino benzohidrazid tiirevi 4
molekiil (4-amino  3-bromo  2-metilbenzohidrazid, 4-amino 3-bromo  5-
florobenzohidrazid, 4-amino  3-bromo  5-klorobenzohidrazid ve 5-amino
izoftalohidrazid)’den 40’ar pmol alinarak 0 °C’de, yaklasik 10 mL, 1 M HCI iginde

¢oziildi ve igerisinde 50 mg NaNO: bulunan 5 mL soguk ¢ozeltisi, ligand ¢ozeltisine
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eklendi. 10 dakikalik reaksiyon sonunda diazolanmis ligandlar, 6nceden L-tirozin
baglanmis Sefaroz-4B matriks siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH 10,5’¢
cikarilarak ve sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasga karistirildi. Daha
sonra 1 L saf su ve takiben dengeleme tamponuyla yikandi, sonra da iizerine bir miktar

daha ayn1 tampondan ilave edilerek 1*10 cm’lik kolonlara paketlendi (Oztekin 2016).

3.3.5. Homojenatlarin kolonlara tatbiki ve eliisyonu

Ik olarak onceden hazirlanmis bériilce homojenatlart 24 saat boyunca
dengelenmis olan afinite kolonlarina tatbik edildi. Homojenat tatbiki yapilmis olan
kolonlar yikama ¢ozeltisi ile 2 saat boyunca yikanmasiyla safsizliklar uzaklastirildi.
Ardindan kolonlara bagli enzimler 1 M NaCl/25 mM KH2POs (pH 6,8) tamponu ile
her 6rnek 2 mL olacak sekilde eliie edildi. Eliisyonu yapilan her bir 6rnekte aktivite
tayini yapildi ve protein miktarlar1 belirlendi. Daha sonra eliiatlar ayr1 ayr1 diyaliz
edildi. Diigiik aktiviteli eliiatlar kinetik ol¢timlerde kullanilirken yiiksek aktiviteye
sahip olan eliiatlar SDS-PAGE’ te safsizlik ve molekiil agirligi tayini i¢in kullanildi.

3.3.6. SDS-PAGE ile molekiill agirhg tayini ve enzim safliginin

belirlenmesi

Ayirma jeli hazirlamisi: 10 mL 1 M Tris-HCI (pH 8,8), 8,8 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,4 mL %10 SDS, 0,26 mL %5’lik TEMED (N,N,N',N'-tetrametil
etilen diamin) ve 6,26 mL saf su beherde karistirildi. Karigimin {izerine son olarak 0,2
mL %10’luk amonyum persiilfat (NH4)2S20s (PER) ¢ozeltisi ilave edilerek

polimerizasyon baglatildi.

Yigma jeli hazirlamsi: 0,82 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,8 mL %30
akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,06 mL %10’luk SDS, 0,06 mL %5’lik TEMED ve 4,9
mL saf su igeren karisim hazirlandi. Daha sonra, polimerizasyonu baglatmak igin,

%10’luk PER’den 0,15 mL karigimin iizerine ilave edildi.

Ayirma jeli cam plakalar arasina iist kisimda 0,5-0,6 cm’ lik bosluk birakacak
sekilde, pastor pipeti yardimiyla dikkatlice dokiildii. Dokme islemi esnasinda koptik

olusmamasina 6zen gosterildi. Ayn1 zamanda, kopiikk olusumunu engellemek igin,
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ayirma jelini doktiikten hemen sonra 2 mL izopropil alkol ilave edildi. Jelin
polimerlesmesinden sonra alkol ortamdan uzaklastirildi. Yigma jeli i¢inde ayni
prosediir tekrarlandi ve jel eklenir eklenmez taraklar uygun bir sekilde jele yerlestirildi,
sonra jelin donmas1 beklendi. Ardindan, tarak dikkatlice ¢ikarildi ve cam plakalar
elektroforez cihazina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin tist kismi 6nce
saf su ile daha sonrada yiiriitme tamponu ile yikandi. Numuneler ve standart proteinler
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez tankinin alt-list kismina yeterli miktarda yiiriitme
tamponu eklendi ve 80 V gerilimde 30 dakika ve 130 V gerilimde 1,5 saat boyunca
yiriitiildi. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra jeller dikkatlice plakalardan ayrildi

ve jeller giimiis boyama yontemi kullanilarak boyandi.

3.3.7. Inhibitor calismalar

3.3.7.1. Amino benzohidrazid tiirevlerinin boériilce POD enzimi iizerine

inhibisyon etkinliklerinin incelenmesi

Calismamizda ligand olarak kullandigimiz  4-amino  3-bromo  2-
metilbenzohidrazid (a), 4-amino 3-bromo 5-florobenzohidrazid (b), 4-amino 3-bromo
5-klorobenzohidrazid (c) ve 5-aminoizoftalohidrazid’in (d) boriilce POD iizerine
inhibisyon etkisini belirlemek i¢in, her bir molekiiliin en az 5 farkli konsantrasyonunda
aktivite Olgiimleri 3 tekrarli olarak yapildi ve elde edilen ortalama degerlerle %
Aktivite / Konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanilarak ICso
degerleri belirlendi. Ki degerlerinin belirlenmesinde ise 3 farkli inhibitor ve 5 farkli
substrat konsantrasyonunda aktivite dl¢timleri yapildi. Elde edilen aktivite verileriyle
Linewaver-Burk grafikleri ¢izildi ve bu grafiklerden K degerleri ve standart sapmalar

hesaplandi.

3.3.7.2. Saflastirilan boriilce POD enziminin karakterizasyon ¢alismalar:

Afinite kolonlarindan saflastirilan boriilce POD enziminin optimum katalitik
sartlarin1 belirlenmesi i¢in guaiakol substrati varliginda farkli pH, iyonik siddet ve
sicaklikta aktivite Ol¢timleri yapildi. Enzimin farkli substratlara olan ilgisinin analizi
igin ise guaiakol, H202, 4-metil katekol ve ABTS substralar ile ¢aligildi. Her bir

substrat i¢in Km Ve Vmax degerleri hesaplandi.
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3.3.7.3. Boriilce POD enzimi i¢in optimum pH’nin belirlenmesi ¢alismasi

Boriilce POD enzimnin optimum pH’sin1 belirlemek igin pH 4,0-5,5 araliginda
0,1 M sodyum asetat, pH 6,0-7,5 araliginda 0,1 M potasyum fosfat ve pH 8,0-9,0
araliginda 0,1 M Tris tamponlar1 kullanildi.

Optimum pH’nin belirlenmesine yonelik gerceklestirilen bu ¢alismada substrat

olarak guaiakol kullanild1 ve aktivite 6l¢iimleri oda sicakliginda yapildi.

3.3.7.4. Boriilce POD enzimi i¢in optimum iyonik siddetin belirlenmesi

calismasi

Boriilce POD enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in 0,1, 0,2, 0,3,
0,4, 0,6, 0,8 ve 1 M’lik KH2PO4tamponlar1 hazirlandi. Guaiakol substrati kullanilarak,
oda sicakliginda, her bir tamponda ayr1 ayr1 enzimin gosterdigi aktiviteler

spektrofotometrik olarak ol¢iildi.

3.3.7.5. Boriilce POD enzimi icin optimum sicakhgin belirlenmesi

calismasi

Boriilce POD enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in su banyosu
kullanildr. lk olarak enzimin aktivite dlgiimii i¢in hazirladigimiz guaiakol / H20>
substratlart ve KH>POs tampon su banyosuna yerlestirildi ve 1sil dengenin
tamamlanmas1 beklendi. Ve yine aktivite dlglimleri guaiakol substrati varliginda,

optimum iyonik siddet ve pH’da, 5 ila 70 °C arasindaki sicakliklarda gergeklestirildi.

3.3.7.6. Boriilce POD enzimi icin substrat spesifikliginin belirlenmesi

calismalar

Guaiakol, H202, 4-metilkatekol ve ABTS substratlart i¢cin Km Ve Vmax
degerlerinin  belirlenmesi  i¢in yapilan ¢alismada, bu substratlarin farkli
konsantrasyonlarinda, boriilce POD enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak
ol¢iildii. Daha sonra elde edilen aktivite verileri kullanilarak 1/[S]” ye karst 1/V
grafikleri ¢izildi. Grafiklerden elde edilen dogru denklemleri kullanilarak Km ve Vmax

degerleri her bir substrat i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi (Linewear and Burk 1934).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Ligand Molekiillerinin Sentezlenmesi

Bu tez kapsaminda ligand olarak kullanilan 4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid (a), 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid (b) ve 4-amino-3-
bromo-5-klorobenzohidrazid (c) molekiillerinin sentezi ve karakterizasyonu onceki
calismalarimizda ayrintili olarak verilmistir (Oztekin and Tasbasi 2020; Oztekin et al.
2021). 5-aminoizoftalohidrazid (d) molekiilii ise metil esteri ¢ikis molekiilii olarak
kullanilarak béliim 3.3.3’de anlatildig1 gibi sentezlendi ve *H-NMR ve QTOF-LC/MS

ile karekterizasyonu yapildi.

907’
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N
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HoN 300

HN.
NH2
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Sekil 4.1. 5-aminoizoftalohidrazid molekiilii icin 400 MHz *H-NMR sonuglar

User Spectra
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Sekil 4.2. 5-aminoizoftalohidrazid molekiilii icin HRMS sonuglari
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4.2. Kalitatif Protein Tayini I¢cin Kullamlan Standart Grafik Hazirlanmasi

Ligand olarak amino benzohidrazid tiirevlerinin (4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid (a), 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid (b), 4-amino-3-
bromo-5-klorobenzohidrazid (c) ve 5-aminoizoftalohidrazid (d)) kullanildig: afinite
jellerinden elde edilen eliiatlarin ve hazirlanan homojenatlardaki protein miktarlart,
Bradford metodu kullanilarak belirlenmistir. Bu metotta ilk olarak standart grafik
hazirlandi. Kolonlardan elde edilen enzim ¢d6zeltilerinde, homojenatta ve SDS-
PAGE’ye yliklenen protein miktarlar1 bu yontem kullanilarak, Sekil 4.3’teki standart
grafikten faydalanilarak hesaplandi.

0,8
0,7
0,6 e
0,5

y = 0,0091x - 0,0014
0,4 A R? = 0,9882
0,3

Absorbans (595 nm)

0,2 .
0,1 X

0 20 40 60 80 100
ug protein

Sekil 4.3. Kalitatif protein tayini i¢in sigir serum albiimin standart olarak kullanilarak

olusturulmug grafik

4.3. Boriilce POD Enziminin Amino Benzohidrazid Tiirevleriyle

Saflagtirilmasi Sonuglari

Boriilce POD enzimi saflastirilmasi i¢in Sefaroz 4-B-L-Tirozin-(4-amino-3-
bromo-2-metilbenzohidrazid (a), 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid (b), 4-
amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid (c) ve 5-aminoizoftalohidrazid  (d))

kolonlariin sentezi boliim 3.3.4°te anlatildig: gibi yapildi.

Hazirlanan kolonlardan boriilce POD enziminin saflastirilmasinda 470 nm de
aktivite tayini ve Bradford metoduyla kalitatif protein tayini yapildi. Saflagtirma

kademelerinde her bir kolon i¢in verim ve saflastirma katsayilar1 ayr1 ayr1 hesaplandi.
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Tiim kolonlardan saflastirilan POD enziminin saflagtirma sonuglar1 Cizelge 4.1°de

gosterildi.

Cizelge 4.1. Afinite kolonlarindan elde edilen boriilce POD enzimi i¢in hazirlanan

saflastirma tablosu

Saflagtirma TOpI?m Aktivite Pr.Otem Spe§|f.lk % S.
Adimlar: Hacim (EU/mL) Miktar Aktivite Verim  Katsayisi
(mL) (mg/mL) (EU/mg) y
Homojenat 6 12,2 1,37 8,9 100 1
Sefaroz-4B-L- 4 9.8 0,012 816,6 53,6 91,6
tirozin-(a)
Sefaroz-4B-L- 4 46 0,011 418,2 251 47
tirozin-(b)
Sefaroz-4B-L- 4 6,7 0,008 8375 36,6 94,1
tirozin-(c)
Sefaroz-4B-L- 4 3,6 0,009 400 107 44,9
tirozin-(d)

4.4. SDS-PAGE Jel Elektroforezi Sonuglar:

4 farkl afinite jeli ile saflagtirilan boriilce POD enziminin saflik kontrolii ve
goreceli molekiil agirligini tespit etmek amaciyla SDS-PAGE yapildi ve 39 kDa’da
tek bant gdzlendi. Molekiil agirligini belirlemede, standart proteinler ve enzimler ayni
anda kesikli SDS-PAGE elektroforez de yiiriitiildii. Daha sonra elde edilen bantlarin
fotografi ¢ekildi. SDS-PAGE elektroforez goriintiisii Sekil 4.4’te gosterildi.
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Sekil 4.4. Saflastirilan Boriilce POD enziminin SDS-PAGE fotografi

4.5. Aminobenzohidrazid tiirevlerinin ICso ve Ki Degerlerinin Belirlenmesi

Saflagtirmada  ligand  olarak  kullandigimiz ~ 4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid (a), 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid (b), 4-amino-3-
bromo-5-klorobenzohidrazid (c) ve 5-aminoizoftalohidrazid (d) molekiillerinin
boriilce POD enzimi iizerine inhibisyon etkileri, saflagtirma performanslariyla
(saflastirma katsayisi ve verimi) olan iligkisinin belirlenmesi ve potansiyel yeni
ligandlarin dizayn edilebilmesi i¢in ayrintili olarak incelendi. Sabit susbstrat (guaiakol
45 mM) konsantrasyonunda ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda, herbir inhibitor
icin % aktivite degerleri hesaplandi. Ayrica 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli

inhibitdr konsantrasyonunda aktivite dl¢timleri yapilarak K degerleri belirlendi.

Boriilce POD enzimi i¢in 1Cso ve K deney prosediirleri, 4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid (a) igin Cizelge 4.2 ve 4.3’te, 4-amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid (b) icin Cizelge 4.5 ve 4.6’da, 4-amino-3-bromo-5-
klorobenzohidrazid (c) igin Cizelge 4.8 ve 4.9°de, 5-aminoizoftalohidrazid molekiilii
(d) i¢in Cizelge 4.11 ve 4.12°da gosterildi.
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Boriilce POD enzimi i¢in ICso ve K grafikleri, 4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid (a) igin Sekil 4.5 ve 4.6’da, 4-amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid (b) i¢in Sekil 4.7 ve 4.8’de, 4-amino-3-bromo-5-
klorobenzohidrazid (c) i¢in Sekil 4.9 ve 4.10°da, 5-aminoizoftalohidrazid (d) i¢in Sekil
4.11 ve 4.12°de gosterildi.

45.1. Saflastirilan boriilce POD enzimi iizerine (a) molekiiliiniin

inhibisyon etkisinin incelenmesi

Cizelge 4.2. (a) molekiilii i¢in ICso deney prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)

5 .2 . 5 T -2 . 5 E
s £2 ¢ 2 z|% E2 ¢ £ 3 8 E 2
o = o = —

5 Es T 5 T T = = 3
05 10 10 017 033|05 1,0 10 017 032 0,01 6,552 632
05 10 10 0,25 025|05 1,0 10 025 0,24 0,01 958 555
05 10 10 031 019|105 1,0 10 031 0,18 0,01 11,88 50,4
05 10 10 033 01705 1,0 10 033 016 0,01 12,65 41,8
05 10 10 036 01405 1,0 10 036 013 0,01 138 30,7

100 o
'-._..... y = 1006-0,709x
80 R? = 0,9061
2o ...
I o
; ........... o
< L~ | e
3 40 ...
[ J
20
0
o 02 04 06 08 1 12 14 16

[4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid] (mM)

Sekil 4.5. Boriilce POD enzimi igin 5 farkli (a) molekiilii konsantrasyonunda elde

edilen %AKktivite grafigi
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Cizelge 4.3. Boriilce POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak (a)

molekiilii igin Ki deney prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)
2 2 px
E 5 8 = s & 5 £ <
= 2 5 ¢ 2 z|s fF 9 2 3 8 z7 %
5 s £ £ E 2|l E £ E © s —=£ g
:‘_E’ 0] ..g oS 0] .,g = < =
E L L S
02 10 10 - 08 |02 10 10 - 0795 0005 059 0,33
03 10 10 - 07 /03 10 10 - 069 0005 052 0,22
[llo 04 10 10 - 06 |04 10 10 - 0595 0,005 041 0,166
05 10 10 - 05 |05 10 10 - 0495 0005 032 0,133
06 10 10 - 04 |06 10 10 - 0395 0005 031 0,095
02 10 10 002 07802 10 10 002 0775 0005 071 033
03 10 10 002 068 |03 10 10 002 0675 0005 067 022
M. o04 10 10 002 058 |04 10 1,0 002 0575 0005 048 0,166
05 10 10 002 048 |05 10 10 002 0475 0005 035 0,133
06 10 10 002 03806 10 10 002 0375 0005 033 0,095
02 10 10 006 07402 10 10 006 0735 0005 083 033
03 10 10 006 064 |03 10 10 006 0635 0005 073 022
]2 04 10 10 o006 054 |04 10 10 006 0535 0005 051 0,166
05 10 10 006 044 |05 10 10 006 0435 0005 044 0,133
06 10 10 006 034 |06 10 10 006 0335 0005 043 0,095
02 10 10 01 07002 10 10 01 0695 0,005 1 0,33
03 10 10 01 06003 10 10 01 059 0005 083 022
s 04 10 10 o1 o050 |04 10 10 01 0495 0005 061 0,166
05 10 10 01 04005 10 10 01 039 0005 051 0,133
06 10 10 01 03006 10 10 01 0295 0005 048 0,095
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=
N

=

o
[

1/V (umol/mL.min)?
o o
B [e))

0,1 0 0,1 0,2 0,3

1/[Guaiakol] mM?

® [10]=Kontrol
®[11]=0,114 mM
[12]=0,344 mM

@ [13]=0,573 mM

0,4 0,5

Sekil 4.6. Boriilce POD enzimi tizerine guaiakol substratina bagli olarak (a) molekiilii

ile elde edilen 1/V, 1[S] grafigi

Cizelge 4.4. Boriilce POD enzimi tizerine (&) molekiiliiniin inhibisyon etkisi

1Cso (uM) Ortalama K = SD (uM)

Inhibisyon tipi

970 970+130

Yarismasiz

39



45.2. Saflastirilan boriilce POD enzimi iizerine (b) molekiiliiniin

inhibisyon etkisinin incelenmesi

Cizelge 4.5. (b) molekiilii i¢in ICso deney prosediirii

o
=]
-
-
[—H
=]
=
8
=
N

Numune Tiipii (mL)

S L2 & S .2 5 s =
§ v E g L5t 2
05 10 1,0 002 048 |05 10 1,0 002 046 0,02 008 844

05 10 10 004 046 |05 10 10 0,04 044 002 012 651

05 10 10 006 044 |05 10 10 006 042 002 0,16 46,8

05 10 10 008 042 (OS5 10 10 008 040 002 0,2 431

05 10 10 0212 038 |05 10 10 012 036 002 024 353

100 ‘._.... PY y= 100e-4155x
’ R?=0,9378
80 e
g e | 0 T e..
2 e
=3
x~ . .........
< 4 | e
X )
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

[4-Amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid] (mM)

Sekil 4.7. Boriilce POD enzimi igin 5 farkli (b) molekiilii konsantrasyonunda elde

edilen %Aktivite grafigi
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Cizelge 4.6. Boriilce POD enzimi lizerine guaiakol substratina bagli olarak (b)

molekiilii igin Ki deney prosediirii

Kor Tiipi (mL) Numune Tiipii (mL)
2 2 %
E B 2 = s 2 5 -
: £ §E 8 £ |2 E S8 §E 5 g 5 2
5 8 £ I E ©» 1s = £ E @ g £ o
2 0 g = o g = 2 =
< L 2 2
=
02 10 10 - 08 [02 10 10 - 078 002 1,028 0,33
03 10 10 - 07 |03 10 10 - 068 002 061 0,22
(o 04 10 10 - 06 |04 10 10 - 058 002 054 0,166
05 10 10 - 05 |o5 10 10 - 048 002 052 0,133
06 10 10 - 04 |06 10 10 - 038 002 04 0,095
02 10 10 004 076 )02 10 10 004 074 002 1,077 033
03 10 10 004 066 |03 10 10 004 064 002 082 0,22
[l 04 10 10 004 056 |04 10 10 004 054 002 06 0,166
05 10 10 004 046 |05 10 10 004 044 002 054 0,133
06 10 10 004 036 |06 10 10 004 034 002 042 0,095
02 10 10 006 074]02 10 10 006 072 002 1,348 033
03 1,0 10 006 064 |03 10 10 006 062 002 10 0,22
[l 04 10 10 006 054 |04 10 10 006 052 002 077 0,166
05 10 10 006 044 |05 10 10 006 042 002 069 0,133
06 1,0 10 006 034 |06 10 10 006 032 002 051 0,095
02 1,0 10 008 072 )02 10 10 008 070 002 1622 0,33
03 10 10 008 06203 10 10 008 060 002 1,31 0,22
I+ 04 10 10 008 o052 |04 10 10 008 050 002 089 0,166
05 10 10 008 04205 10 10 008 040 002 079 0,133
06 10 10 008 032]06 10 10 008 030 002 066 0095
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@ [10]=Kontrol
®[I1]=0,08 mM
[12]= 0,12 mM

®[13]=0,16 mM

1/V (umol/mL.min)?

-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
1/[Guaiakol] mM-

Sekil 4.8. Boriilce POD enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak (b) molekiilii
ile elde edilen 1/V, 1[S] grafigi

Cizelge 4.7. Boriilce POD enzimi tizerine (b) molekiiliiniin inhibisyon etkisi

ICs (uM) Ortalama K; £ SD (uM) Inhibisyon tipi

166 338+176 Yarismasiz
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45.3. Saflastirllan boriilce POD enzimi iizerine

inhibisyon etkisinin incelenmesi

Cizelge 4.8. (¢) molekiilii i¢in ICso deney prosediirii

Kor Tiipii (mL)

Numune Tiipii (mL)

(c) molekiiliiniin

g =2 o £ S w& o £ s £
= §8Q E 3z | $£8Q E 3z &8 E £
o = o = —_

8 LLE I E 8 ,_,_E I E a = §
o5 10 10 0,02 0480 |05 10 10 0,02 0470 0,01 0,022 84
05 10 10 005 0450 |05 10 10 0,05 0,440 0,01 0,055 56,8
05 10 10 0,06 0440 (O5 10 10 0,06 0,430 0,01 0,066 544
o5 10 10 0,09 0410 |[O5 10 10 0,09 0,400 0,01 0,099 44
o5 10 10 0,0 0400 (O5 10 10 0,20 0,390 0,01 0,21 38,4
100 ‘...-- y= 100e-8,791x

. .. R?=0,9847

80 Q.
% o . ............
-
S e

20

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

[4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid] (mM)

Sekil 4.9. Boriilce POD enzimi i¢in 5 farkli (¢) molekiilii konsantrasyonunda elde

edilen %Aktivite grafigi
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Cizelge 4.9. Boriilce POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak (c)

molekiilii igin Ki deney prosediirii

Kor Tiipi (mL) Numune Tiipii (mL)
38 T 2 3 & © E - s 8
'g £ i 2
02 10 10 - 08 |02 10 10 - 079 001 0656 0,33
03 10 10 - 07 |03 10 10 - 069 001 049 0722
[lo 04 10 10 - 06 |04 10 10 - 059 001 037 0,166
05 10 10 - 05 |05 10 10 - 049 001 035 0133
06 10 10 - 04 |06 10 10 - 039 001 031 0095
02 10 10 004 076 |02 10 10 004 075 001 0914 0,33
03 10 1,0 004 066 |03 10 10 004 065 001 075 022
[l 04 10 10 004 056 [04 10 10 004 055 001 05 0,166
05 10 10 004 046 |05 10 10 004 045 001 049 0,133
06 10 10 004 036 |06 10 1,0 004 035 001 044 0,095
02 10 10 006 074 |02 10 10 006 073 001 1078 0,33
03 10 10 006 064 |03 10 10 006 063 001 078 022
[l 04 10 10 006 054 [04 10 10 006 053 001 069 0,166
05 10 10 006 044 |05 10 10 006 043 001 053 0,133
06 10 10 006 034 |06 10 10 006 033 001 051 0,095
02 10 10 008 072 |02 10 1,0 008 071 001 1233 0,33
03 10 10 008 062 [03 10 1,0 008 061 001 105 022
[lls 04 10 10 008 052 |04 10 10 008 051 001 073 0,166
05 10 10 008 042 |05 10 10 008 041 001 062 0,133
06 10 10 008 032 |06 10 10 008 031 001 061 0,095
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1,2 @ [10]= Kontrol

@ [11]= 0,044 mM
[12]= 0,066 mM

@ [13]= 0,088 mM

1/V (umol/mL.min)?

-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
1/[Guaiakol] mM!

Sekil 4.10. Boriilce POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak (c) molekiilii

ile elde edilen 1/V, 1[S] grafigi

Cizelge 4.10. Boriilce POD enzimi iizerine (C) molekiiliiniin inhibisyon etkisi

1Cso (uM) Ortalama K = SD (uM) Inhibisyon tipi

78 97+7,8 Yarigsmasiz
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45.4. Saflastirilan boriilce POD enzimi iizerine (d) molekiiliiniin

inhibisyon etkisinin incelenmesi

Cizelge 4.11. (d) molekiilii igin ICso deney prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL) |
8 TE T E & TE T E = 2 g
05 10 10 001 049 (05 10 10 0,01 048 0,01 0,048 8161
05 10 10 003 0470 (05 10 10 0,03 046 001 0,144 57,35
05 10 10 0,07 0430 (05 10 10 0,07 042 0,01 0,336 522
05 10 10 008 0420 (05 10 10 0,08 041 0,01 0,384 397
05 10 10 0,09 0410 (O5 10 10 0,09 040 0,01 0432 36,03

Sekil 4.11.

100 Q,‘.. y = 100e234%
’ R? = 0,9049

80 °
(]
;; 60 o e
s T ot
é ..........
°\o 40 ®-..... L)

20

0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[5-aminoizoftalohidrazid ] mM

Boriilce POD enzimi igin 5 farkli (d) molekiilii konsantrasyonunda elde

edilen %Aktivite grafigi
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Cizelge 4.12. Boriilce POD enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak (d)

molekiilii icin Kj deney prosediirii

Kor Tiipi (mL) Numune Tiipii (mL)
g =} > A\
: 2 ) 5 . £
e 2 . =B s g . S & <
E s 5 ¢ 2 sl 8 ¢ 2 2 8 5 2
5 8§82 £ £ |8 £ £ E ©® & <E o
2 0 g = 0o 8 = S =
2 8 3 g
= B L ~
|
02 10 10 - 08 102 10 10 - 0,79 001 042 0,33
03 10 10 - 0,7 |03 10 10 - 0,69 0,01 0,24 0,22
[1lo 04 10 1,0 - 06 J]04 10 10 - 059 001 0.2 0,166
05 10 10 - 05 |05 10 10 - 049 0,01 0,18 0,133
06 10 10 - 04 |06 10 10 - 0,39 0,01 0,17 0,095

02 10 10 005 0,75]0,2 10 10 0,05 0,74 0,01 0,77 0,33

03 10 10 005 065(03 10 10 005 064 001 044 0,22

[1l: 04 10 10 005 055]04 10 1,0 005 054 0,01 038 0,166

05 10 10 005 04505 10 10 005 044 001 0,35 0,133

06 10 10 005 035]06 10 10 005 034 001 03 0,095

02 10 10 006 0,74]0,2 10 10 0,07 0,72 0,01 0,82 0,33

03 10 10 006 064103 10 10 007 062 0,01 049 0,22

12 04 10 10 006 05404 10 1,0 007 052 001 04 0,166

05 10 10 006 044105 10 10 007 042 0,01 0,38 0,133

06 10 10 006 034106 10 10 007 032 0,01 0,32 0,095

02 10 10 0,08 0,72]0,2 10 10 0,09 0,70 0,01 0,9 0,33

03 10 10 008 06203 10 10 009 060 0,01 061 0,22

[1l: 04 10 10 008 05204 10 1,0 009 050 001 046 0,166

05 10 10 0,08 042]05 10 10 0,09 040 0,01 045 0,133

06 10 10 008 032]06 10 10 0,09 030 0,01 0,33 0,095
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@ [10]=Kontrol

£08

= @ [11]=0,239 mM
E

~ 0,6

2 [12]= 0,336 mM
204

§ @ [13]=0,432 mM

o
)

-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
1/[Guaiakol] mM-!

Sekil 4.12. Boriilce POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak (d)
molekiilii ile elde edilen 1/V, 1[S] grafigi

Cizelge 4.13. Boriilce enzimi tizerine (d) molekiiliiniin inhibisyon etkisi

ICs (uM) Ortalama K; £ SD (uM) Inhibisyon tipi

295 249424 Yarigmasiz

4.6. Boriilce POD Enziminin Karakterizasyon Calismalari

4.6.1. Boriilce POD enziminin optimum pH’sinin belirlenmesine yonelik

yapilan calisma sonuclari

Boriilce POD enziminin optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in; pH 4,0-5,5
araliginda 0,1 M sodyum asetat, pH 6,0-7,5 araliginda 0,1 M potasyum fosfat ve pH
8,0-9,0 araliginda 0,1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltileri kullanildi. Boriilce POD enzimi
icin yapilan tiim Ol¢iimler degerlendirildiginde, optimum pH 6,0 olarak belirlendi.
Elde edilen veriler sodyum asetat tamponu (pH 4,0-4,5) i¢in Cizelge 4.14’de,
postasyum fosfat tamponu (pH 6,0-7,5) igin Cizelge 4.15°de, Tris-HCI tamponu (pH
8,0-9,0) i¢in Cizelge 4.16’te ve pH aktivite grafigi ise Sekil 4.13’te gosterildi.
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Cizelge 4.14. Boriilce POD enziminin optimum pH'siin belirlenmesi i¢in 0,1 M

sodyum asetat tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Sodyum Asetat
pH Aktivite (EU/mL)
4,0 6,46
4,5 6,96
5,0 7,52
55 8,04

Cizelge 4.15. Boriilce POD Enziminin optimum pH'sinin belirlenmesi i¢in 0,1 M

potasyum fosfat tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

Potasyum Fosfat

pH Aktivite (EU/mL)
6,0 8,84
6,5 6,44
7,0 4,76
7,5 4,24

Cizelge 4.16. Boriilce POD Enziminin optimum pH'sinin belirlenmesi i¢in 0,1 M Tris-

HCI tamponu kullanilarak yapilan aktivite l¢iim sonuglari

Tris-HCI
pH Aktivite (EU/mL)
8,0 2,26
8,5 0,64
9,0 0,4
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Sekil 4.13. Boriilce POD enziminin pH 4-9 araliginda Aktivite (EU/mL)- pH grafigi

4.6.2. Boriilce POD enziminin optimum iyonik siddetin belirlenmesine

yonelik yapilan ¢calisma sonuclari

Boriilce bitkisinden saflastirillan POD enziminin optimum iyonik siddetinin
belirlenmesi i¢in 0,1 ile 1 M arasi KH2PO4 derisimlerinde aktivite l¢iimleri yapildi
ve elde edilen sonuglar gizelge 4.17 ve sekil 4.14’te gosterildi. Enzimin optimum

iyonik siddetinin 0,3 M oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.17. Boriilce’den saflastirilan POD enziminin, farkli derisimlerde KH2PO4

kullanilarak optimum iyonik siddettinin belirlenmesi 6l¢iim sonuglari

Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)
0,1 7,58
0,2 8,24
0,3 10,12
0,4 9,04
0,6 8,9
0,8 8,92
1 8,66
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[KH,PO,] M

Sekil 4.14. Boriilce POD enziminin, potasyum fosfatin farkli konsantrasyonlarinda

Aktivite (EU/mL)-Konsantrasyon grafigi

4.6.3. Boriilce POD enziminin optimum sicakhi@imin belirlenmesine

yonelik yapilan ¢alisma sonuclari

Boriilce POD enziminin optimum sicakligi belirlemek amaciyla 5 ile 70 °C
araliginda degisen sicakliklarda aktivite 6lgimleri yapildi ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.18 ve Sekil 4.15’te gosterildi. Calismada elde edilen veriler sonucunda

boriilce POD enzimi i¢in optimum sicaklik 40 °C olarak belirlendi.

Cizelge 4.18. Boriilce POD enziminin degisik sicakliklarda aktivite l¢iim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)

5 3,24

10 4,26

20 5,06

30 6,0

40 10,44

50 7,32

60 5,34

70 2,34
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Sekil 4.15. Boriilce POD enzimi i¢in Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C) grafigi

4.7. Boriilce POD Enziminin Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi ile Ilgili

Calisma Sonuclar

4.7.1. Guaiakol susbstrati icin Kv ve Vmax degerlerinin belirlenmesine

yonelik yapilan ¢calisma sonuclari

Boriilceden saflastirilan  POD  enziminin guaiakol substratina ilgisini
belirlemek i¢in 10 farkli guaiakol (Cizelge 4.19) konsantrasyonunda POD enzim
aktiviteleri ol¢tildii. Km Ve Vmax degerlerinin belirlemesi amaciyla 1/[Guaiakol]-1/V
grafigi ¢izildi (Sekil 4.16). Elde edilen Lineweaver-Burk Grafiginden yararlanilarak
guaiakol substratt igin Km degeri 7,21 mM ve Vmax degeri 5,83 EU/mL olarak
hesaplandi.
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Cizelge 4.19. Boriilce POD enziminin guaiakole olan ilgisinin belirlenmesinde

kullanilan deney prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)
S o2 I o 2
E £8 Q S £g g 3 o
3 2 E T E g E T 5
1,0 1,0 1,0 0,1 0,99 1,0 0,90 0,01
1,0 1,0 1,0 0,2 0,99 1,0 0,80 0,01
1,0 1,0 1,0 0,3 0,99 1,0 0,70 0,01
1,0 1,0 1,0 0,4 0,99 1,0 0,60 0,01
1,0 1,0 1,0 0,5 0,99 1,0 0,50 0,01
1,0 1,0 1,0 0,6 0,99 1,0 0,40 0,01
1,0 1,0 1,0 0,7 0,99 1,0 0,30 0,01
1,0 1,0 1,0 0,8 0,99 1,0 0,20 0,01
1,0 1,0 1,0 0,9 0,99 1,0 0,10 0,01
1,0 1,0 1,0 1,0 0,99 1,0 - 0,01
0,6
.+ y=0,8099x + 0,1387
0,5 R2 = 0,8975
0,4
> ’ e
= 03 0.
0,2 os
e 4
o
0
-0,4 '_..-"'-0,2 0,1 0 0,2 0,4 0,6 0,8
. -0,2 1/[Guaiakol] mM?
-0,3

Sekil 4.16. Boriilce POD enziminin farkli guaiakol konsantrasyonlarindaki hizini
gosteren 1/V, 1/[S] grafigi

4.7.2. H202 susbstrati icin Kv ve Vmax degerlerinin belirlenmesine yonelik

yapilan calisma sonuclari

Boriilceden saflagtiritlan POD enziminin H20> substratina ilgisini belirlemek

icin 10 farkli H202 (Cizelge 4.20) konsantrasyonunda POD enzim aktiviteleri 6l¢iildii.
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Kwm Ve Vimax degerlerinin belirlemesi amaciyla 1/[H202]-1/V grafigi ¢izildi (Sekil 4.17).

Elde edilen Lineweaver-Burk Grafiginden yararlanilarak H2O; substrati i¢in Km degeri
17,03 mM ve Vmax degeri 10,04 EU/mL olarak hesaplandi.

Cizelge 4.20. Boriilce POD enziminin H2O2’ye olan ilgisinin belirlenmesinde

kullanilan deney prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)
S o 2 o 2 S
3 g8 9 s £ 3 . 9
S g E T T g E g @ a
O — — (O]
1,0 1,0 1,0 0,1 0,99 1,0 0,90 0,01
1,0 1,0 1,0 0,2 0,99 1,0 0,80 0,01
1,0 1,0 1,0 0,3 0,99 1,0 0,70 0,01
1,0 1,0 1,0 04 0,99 1,0 0,60 0,01
1,0 1,0 1,0 0,5 0,99 1,0 0,50 0,01
1,0 1,0 1,0 0,6 0,99 1,0 0,40 0,01
1,0 1,0 1,0 0,7 0,99 1,0 0,30 0,01
1,0 1,0 1,0 0,8 0,99 1,0 0,20 0,01
1,0 1,0 1,0 0,9 0,99 1,0 0,10 0,01
1,0 1,0 1,0 1,0 0,99 1,0 - 0,01
1
.y =1,6314x +0,0958
0,8 - R?=0,9881
0,6 [ 3
< "
- 0,4
e
0'2 ’..
.
-0,4 0,27 0,2 0,4 0,6 0,8
0,2
-0,4 1/[H,0,] mMm™!
-0,6

Sekil 4.17. Boriilce POD enziminin farkli H2O2 konsantrasyonlarindaki hizini gosteren

1/V, 1/[S] grafigi
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4.7.3. 4-metilkatekol susbstrati icin Km ve Vmax degerlerinin

belirlenmesine yonelik yapilan ¢alisma sonuclari

Boriilceden saflastirilan POD enziminin 4-metilkatekol substratina ilgisini
belirlemek i¢in 10 farkli 4-metilkatekol (Cizelge 4.21) konsantrasyonunda POD enzim
aktiviteleri 6l¢iildii. Km Ve Vmax degerlerinin belirlemesi amaciyla 1/[4-metilkatekol]-
1/V  grafigi c¢izildi (Sekil 4.18). Elde edilen Lineweaver-Burk Grafiginden
yararlanilarak 4-metilkatekol substrati i¢in Km degeri 7,28 mM ve Vmax degeri 1,64
EU/mL olarak hesaplandi.

Cizelge 4.21. Boriilce POD enziminin 4-metilkatekole olan ilgisinin belirlenmesinde

kullanilan deney prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)

5% §: s FT 83 5 . 3

5§ &5 £ g &5 & 7 0

1,0 1,0 1,0 0,1 0,98 1,0 0,90 0,02
1,0 1,0 1,0 0,2 0,98 1,0 0,80 0,02
1,0 1,0 1,0 0,3 0,98 1,0 0,70 0,02
1,0 1,0 1,0 0,4 0,98 1,0 0,60 0,02
1,0 1,0 1,0 0,5 0,98 1,0 0,50 0,02
1,0 1,0 1,0 0,6 0,98 1,0 0,40 0,02
1,0 1,0 1,0 0,7 0,98 1,0 0,30 0,02
1,0 1,0 1,0 0,8 0,98 1,0 0,20 0,02
1,0 1,0 1,0 0,9 0,98 1,0 0,10 0,02
1,0 1,0 1,0 1,0 0,98 1,0 - 0,02
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. y=4,4262x+0,6077
2,5 R?=0,8717

1/v
=
4]

-0,4 02 0 0,2 0,4 0,6 0,8

1/[4-metikatekol] mM-!

Sekil 4.18. Boriilce POD enziminin farkli 4-metilkatekol konsantrasyonlarindaki

hizin1 gosteren 1/V, 1/[S] grafigi

4.7.4. ABTS susbstrati icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesine yonelik

yapilan calisma sonuclari

Boriilceden saflastirilan POD enziminin ABTS substratina ilgisini belirlemek
icin 10 farkli ABTS (Cizelge 4.22) konsantrasyonunda POD enzim aktiviteleri
ol¢iildii. Km ve Vmax degerlerinin belirlemesi amaciyla 1/[ ABTS]-1/V grafigi ¢izildi
(Sekil 4.19). Elde edilen Lineweaver-Burk Grafiginden yararlanilarak ABTS substrati
icin Km degeri 49,21 mM ve Vmax degeri 2,72 EU/mL olarak hesaplandi.
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Cizelge 4.22. Boriilce POD enziminin ABTS’ye olan ilgisinin belirlenmesinde

kullanilan deney prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)
2 =
wn = o~ wn = o~
s & ¢ 3 5 F& ¢ 3 8
< 2 E T < £ E T a

2,0 0,88 0,110 0,01 11 0,88 0,110 0,90 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,2 0,88 0,110 0,80 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,3 0,88 0,110 0,70 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,4 0,88 0,110 0,60 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,5 0,88 0,110 0,50 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,6 0,88 0,110 0,40 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,7 0,88 0,110 0,30 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,8 0,88 0,110 0,20 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 1,9 0,88 0,110 0,10 0,01

2,0 0,88 0,110 0,01 2,0 0,88 0,110 - 0,01

y = 18,099x + 0,3678
4 T R?=0,8945

1/v

0,2 01 .0 0,1 0,2 0,3 0,4

2 1/[ABTS] mM-!

Sekil 4.19. Boriilce POD enziminin farkli ABTS konsantrasyonlarindaki hizini
gosteren 1/V, 1/[S] grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

POD’lar bitkilerde, memelilerde, mantarlarda ve prokaryotlarda bulunan
oksidorediiktaz smifina ait enzim grubudur. H2O. veya organik hidroperoksitleri
indirgeyerek hiicresel bilesenlerin oksidasyonunu katalize ederler (Asada 1992).
Cesitli g¢alismalar POD enzimlerinin bitkilerde yaralanma sonucu indiiklendigini
gostermistir (Desbiez and Boyer 1981; Espelie et al. 1986; Svelheim and Robertsen
1990; Kawaoka et al. 1994; Kato et al. 2000). POD’lar monoglinollerin veya aromatik
monomerlerin polimerizasyonu sirasinda lignin veya siiberin olusumunda rol oynarlar
(Kolattukudy 1981; Whetten et al. 1998). Ayrica, POD’larin NADH’dan H>O;
olusumunda rol oynadiklari da ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (Meader et al. 1980;
Meader and Amberg-Fisher 1982). Bunlarin yan1 sira POD enzimlerinin; bitkilerde
hiicre duvar proteinlerinin capraz baglanmasi (Fry 1986), oksin katabolizmasi
(Lagrimini et al. 1997) ve tuz toleransi (Amaya et al. 1999) gibi ¢esitli biyolojik
gorevlerde yer alirlar. Ayrica eczacilikta (Agostini et al. 1997), klinik biyokimyada ve

immiinoanalizlerde (Kwak et al. 1996) yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Literatiirde bitkisel kaynaklarda bulunan POD enzimlerini saflastirma
caligmalarinda afinite kromatografisi, metal ve hidrofobik afinite kromatografisi, iyon
degisim kromatografisi gibi ¢esitli teknikler kullanilmistir. Bu saflagtirma
caligmalarina 6rnek olarak jel filtrasyon yontemi kullanilarak lima fasulyesi (Wang et
al. 2009), hidrofobik afinite kromatografi yontemi kullanilarak domates (Jen et al.
1980), jel filtrasyon yontemi kullanilarak marul (Giingér vd. 2005), hidrofobik afinite
ve jel filtrasyon kromatografi yontemi kullanilarak tatli patates yumrulari (Leon et al.
2002), jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografi yontemi kullanilarak biiriiksel
lahanast (McLellan and Robinson 1987), iyon degisim ve jel fitrasyon kromatografi
yontemi kullanilarak portakal (Clemente 1998) verilebilir. Ayrica katyon degisim
kromatografi yontemi ile zeytinden (Saraiva et al. 2007) ve misirdan (Mika et al. 2008)
iyon degisim kromatografi yontemi ile 1sirgan otundan (Giilgin 2002), jel filtrasyon
kromatografi yontemi ile brokoliden (Koksal and Giilgin 2008) yapilan galigmalarla

ornekler ¢ogaltilabilir.

58



Afinite kromatografi teknigi enzim saflagtirma siirecini hem daha kisa siirede
tamamlanmasini hem de ayrilmasi miimkiin olmayan bir¢ok biyolojik materyalin tek
basamakta ayrilmasini sagladigi i¢in ¢ok tercih edilen bir yontemdir (Konak vd. 2014).
Afinite kromatografisinin temel prensibi saflastirilmak istenen molekiiliin kat1 bir
matrikse kovalent olarak baglanmis olan liganda spesifik veya tersinir bir bicimde

baglanmasina dayanir (Issaq and Veenstra 2020).

Literatiirde POD enzimleri afinite kromatografi yontemi kullanilarak cali
fasulyesinden %56,2 verimle 253 kat (Oztekin and Tasbasi 2020), beyaz lahana
kalluslarindan %357 verimle 133 kat, kirmizilahana kalluslarindan %61 verimle 134
kat (Oztekin et al. 2021), HRP’den % 8,5 verimle 1151 kat (Almaz et al. 2021),
karaturptan %31,5 verimle 677 kat (Oztekin et al. 2019), yine karaturptan %10,6
verimle 40,3 kat (Kalin 2012), pazidan %38,83 verimle 50,3 kat (Boldaz 2021),
kirmizilahanadan %2,9 verimle 120,6 kat (Somtiirk et al. 2014), kirmiz1 pancardan
%38 verimle 196,9 kat (inal 2013) saflastirilmistir.

Bu tez kapsaminda ise boriilce POD enziminin afinite teknigi kullanilarak ilk
kez saflastirilmas1  gerceklestirilmistir.  Saflagtirmada ligand olarak amino
benzohidrazid tiirevleri (4-amino 3-bromo 2-metilbenzohidrazid (a), 4-amino 3-bromo
5-florobenzohidrazid (b), 4-amino 3-bromo 5-klorobenzohidrazid (c) ve 5-amino
izoftalohidrazid (d)) kullanildi.

Afinite kromatografi yontemi ile saflagtirilan boriilce POD enzim ¢ozeltisi ve

homojenattaki protein miktarlar1 Bradford metodu kullanilarak belirlendi.

POD enziminin aktivite ol¢iimii, Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladigi

prosediire gore spektrofotometrik olarak yapildi.

Boriilce POD enzimi afinite kromotografisinde ligand olarak 4-amino-3-
bromo-2-metilbenzohidrazid (a) ile %53,6 verimle 91,6 kat, 4-amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid (b) ile %25,1 verimle 47 kat, 4-amino-3-bromo-5-
klorobenzohidrazid (c) ile %36,6 verimle 94,1 kat ve 5-aminoizoftalohidrazid (d) ile
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%19,7 verimle 44,9 kat saflagtirildi. Boriilce POD enzim saflastirma tablosu Cizelge
4.1°de gosterildi.

Literatiirde degisik kaynaklardan POD enzimlerinin saflastirma ¢alismalarinda
farkli molekiil agirhi§ina sahip birgok izozim yapisi tespit edilmistir. SDS-PAGE
yontemiyle POD’larin molekiil agirliklari; zeytinde 44 kDa (Tzika et al. 2009),
domateste 43 kDa (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982), ¢ilekte 65 kDa (Civello
et al. 1995), at turpunda 37 kDa (Lavery et al. 2010), sogan koklerinde 51,2 kDa
(Oztekin 2020) olarak belirlenmistir. Bu ¢alismamizda ise afinite teknigi kullanarak
tek kademede saflastirdigimiz boriilce POD enziminin molekiiler agirligi 39 kDa
olarak hesaplandi ve SDS-PAGE Sekil 4.4’te gosterildi.

Saflastirilan boriilce POD enzimi ilizerine amino benzohidrazid tiirevlerinin
(ligandlar) inhibisyon kinetikleri detayli olarak incelendi. Bu ¢alismalarda
inhibitorlerin kiivet i¢i konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2, 4.5, 4.8 ve 4.11°de gosterildi.
Boriilce POD enzimi iizerine amino benzohidrazid tiirevlerinin inhibisyon etkisini
incelemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda inhibitér eklenerek aktivite degerleri
hesapland: ve elde edilen verilerle %Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ICso
degerleri bulundu. Boriilce POD enzimi i¢in olusturulan grafikler Sekil 4.5, 4.7, 4.9 ve
4.11°de gosterildi ve 1Cso degerleri: 4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid (a) igin;
970 uM, 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid (b) i¢in; 166 uM, 4-amino-3-bromo-
5-klorobenzohidrazid (c) i¢in; 78 uM ve 5-aminoizoftalohidrazid (d) igin; 295 uM
olarak hesaplandi. Daha sonra boriilce POD enziminin Kjdegerlerini hesaplamak i¢in
3 farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda ve 5 farkli guaiakol konsantrasyonunda
aktivite dl¢iimleri yapildi. Inhibitdr konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3, 4.6, 4.9 ve 4.12°de
gosterildi.  4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid  (a), 4-amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid (b), 4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid (¢) ve 5-amino
izoftalohidrazid (d) molekiillerinin bériilce POD enzimi iizerine Ki degerlerini ve
inhibisyon ¢esitlerini bulmak i¢in Linewear-Burk grafikleri ¢izildi (Lineweaver et al.
1934). Grafikler Sekil 4.6, 4.8, 4.10 ve 4.12’de gosterildi. Yapilan ¢alisma sonucu elde
edilen Ki degerleri: a molekiilii i¢in; 970+130 uM, b molekiilii igin; 338+176 uM, ¢
molekiilii igin; 97+7,8 uM ve d molekiilii i¢gin ise; 249424 uM’dur.
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Inhibisyon ¢alismalar1 sonucunda kullanilan biitiin molekiillerin bériilce POD
enzimini yarigmasiz olarak inhibe ettigi belirlendi. Enzimin ilgisinin en fazla 97 uM
Ki degeriyle 4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid molekiiliine oldugu ve zaten en
yiiksek saflastirma katsayisina (94,1) da bu molekiiliin ligand olarak kullanildigi
kolonda ulasildi. Boylece saflastirmak igin kullandigimiz amino benzohidrazid
molekiillerinin (a, b, ¢ ve d) boriilce POD enzimini saflagtirmadaki etkinlikleri ve

inhibisyon etkileri ilk kez tespit edilmis oldu.

Boriilce POD enzimi basariyla saflastirildiktan sonra Kkarakterizasyon
calismalar1 yapildi. Caligmalar neticesinde boriilce POD enzimi i¢in optimum sicaklik,
optimum pH, optimum iyonik siddet ve farkli substratlar i¢in Km ve Vmax degerleri

belirlendi.

Boriilce POD enziminin optimum pH degerini belirlemek i¢in farkli pH 4,0-
9,0 araliklarinda tamponlar kullanildi. Elde edilen veriler dogrultusunda (Cizelge 4.14,
4.15 ve 4.16) optimum pH 6,0 olarak belirlendi ve Aktivite (EU/mL)-pH grafigi Sekil
4.13’te gosterildi.

Boriilce POD enzimin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in 0,1- 1 M
araliginda KH2PO4 tamponu kullanilarak aktivite 6l¢timleri yapildi. Yapilan aktivite
Ol¢iim sonuglart (Cizelge 4.17) dogrultusunda boriilce POD enzimi igin optimum
iyonik siddet 0,3 M olarak belirlendi ve Aktivite (EU/mL)-Konsantrasyon grafigi Sekil
4.14’te gosterildi.

Saflagtirilan boriilce POD enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in 5 ila
70 °C arasinda degisen sicakliklarda aktivite Slgtimleri yapildi. Yapilan ¢aligmanin
aktivite degerleri Cizelge 4.18’de gosterildi. Calisma sonucunda POD enzimi igin
optimum sicaklik 40 °C olarak belirlendi ve Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C) grafigi
Sekil 4.15’te gosterildi.

Boriilce POD enziminin farkli substratlara olan ilgisini belirlemek i¢in
guaiakol, H202, 4-metilkatekol, ABTS’den olusan substratlarin  farkli

konsantrasyonlarinda aktivite dl¢timleri yapildi ve 1/[S] ve 1/V degerleri hesaplanarak
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Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanilarak guaiakol substrat1 igin
Km: 7,21 mM, Vmax: 5,83 EU/mL, H202 substratt i¢in Km: 17,03 mM, Vmax: 10,04
EU/mL, 4-metilkatekol substrati i¢in Km: 7,28 mM, Vmax: 1,64 EU/mL ve ABTS
substrat1 i¢in Km: 49,21 mM, Vmax: 2,72 EU/mL olarak belirlendi. Elde edilen bu
veriler 1s18inda enzimin ABTS substratina ilgisinin gostergesi olan yiiksek Km degeri
zaylf baglanmay1 ifade ederken, guaiakol substratina ait diisitk Km degeri kuvvetli
baglanmay ifade eder. Sonug olarak boriilce POD enzimi 7,21 mM Kwm degeri ile,

caligilan diger substratlara nazaran guaiakol substratina daha fazla ilgi duyar.
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