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OZET

Gegmisten glinlimiize hastaliklarin  dogal tedavisinde kullanilan bitkiler,
icerdikleri biyoaktif fenolik bilesenler sayesinde geleneksel tibbin yani sira ilag
endiistrisinin de odak noktasi olmustur. Katalaz enzimi, biyolojik ve biyokimyasal
sistemlerde antioksidan 6zelliginden dolay1 zarar verici bir yapiya sahip olan yiikseltgen
hidrojen peroksidi (H20O,) ortamdan uzaklastirarak hiicreyi korur. Bu ¢alismada; katalaz
enzimi Thymus nummularius (Yayla Kekigi) bitkisinden saflastirilarak, kinetik
ozellikleri (Km, Vmax), termal ve depolama kararliliklar: aragtirilmig, optimum sicakligi,
optimum pH’1 belirlenmis ve SDS-PAGE elektroforezi ile molekiil agirligi tespit
edilmistir. Ham katalaz ekstraktinda toplam protein miktar1 6.150 mg/mL, toplam
spesifik aktivite degeri 161.50 U/mg protein oldugu tespit edilmistir. Amonyum siilfat
kullanilarak olusturulan ¢oktiirmede en yiiksek aktivite %70’lik tuz derisiminde
gOriilmistiir. Protein tayini sonucunda bulunan toplam protein miktar1 2.350 mg/mL,
toplam spesifik aktivite degeri 236.73 U/mg proteindir. PD-10 Kkolon
kromatografisinden sonra protein tayini yapilmis ve toplam protein miktar1 0.156
mg/mL, toplam spesifik aktivite degeri 1260.96 U/mg prot. oldugu goriilmiistiir. Bu
islem sonunda CAT enzimi 7.81 kat saflagtirllmistir. Enzimin optimum pH ve sicaklik
calismalar1 sonucunda; optimum pH 8.0; optimum sicaklik 25 °C olarak tespit
edilmistir. Termal kararliliklart mukayese edildiginde; 40 °C’de 24 saat bitiminde enzim
aktivitesinin  %18.99’unu muhafaza ederken, 25 °C’de ise enzim aktivitesinin
%40.51°in1 muhafaza ettigi tespit edilmistir. Depolama kararlilig1 i¢in 4 °C’de calisilmis
ve 15 giin sonunda katalaz enzim aktivitesinin %5.96’sin1 muhafaza ettigi
belirlenmistir. Ky, degerinin 38.151 mM ve Vpmax degerinin 303.03 U/mg protein oldugu
tespit edilmistir. SDS-PAGE elektroforez isleminden sonra enzimin molekiil agirligi 42

ile 52 kDa araliginda oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enzim, Katalaz, Karakterizasyon, Saflagtirma, Thymus

nummularius
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SUMMARY

Plants used in the natural treatment of diseases from the past to the present have
become the focus of the pharmaceutical industry as well as traditional medicine thanks
to the bioactive phenolic components they contain. Due to its antioxidant characteristics
in biological and metabolic systems, the catalase enzyme is crucial in the removal of
harmful and oxidizing hydrogen peroxide (H.O,) from cells. In this study; catalase
enzyme was purified from Thymus nummularius (Thyme) plant, kinetic properties (Km,
Vmax), thermal and storage stability were investigated, optimum temperature, optimum
pH was determined and molecular weight was determined by SDS-PAGE
electrophoresis. The total amount of protein in the raw catalase extract was found to be
6.150 mg/mL, the total specific activity value was found to be 161.50 U/mg protein.
Maximum activity was found in precipitation with ammonium sulfate at a salt
concentration of 70%. As a result of protein determination, the total amount of protein
was found to be 2.350 mg/mL and the total specific activity value was found to be
236.73 U/mg protein. Protein determination was performed after PD-10 column
chromatography and the total protein amount was found to be 0.156 mg/mL, the total
specific activity value was 1260.96 U/mg protein. At the end of this process, the CAT
enzyme was purified 7.81 times. As a result of optimum pH and temperature studies of
the enzyme; optimum pH 8.0; the optimum temperature was determined to be 25°C.
When their thermal stability was compared, it was determined that they maintained
18.99% of enzyme activity at the end of 24 hours at 40 °C and 40.51% of enzyme
activity at 25 °C. The storage stability was examined at 4 °C and it was found that it
retained 5.96% of the catalase enzyme activity at the end of 15 days. K., value was
determined as 38.151 mM and the Vnax was determined as 303.03 U/mg protein. As a
result of SDS-PAGE electrophoresis, the molecular weight of the enzyme was found to
be between 42 and 52 kDa.

Keywords: Enzyme, Catalase, Characterization, Purification, Thymus

nummularius
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris ve Enzimlerle lgili Genel Bilgi

Enzimler gelismis, birlikte hareket edebilen proteinlerden olusmus molekiillerdir.
Canlilik, hiicre i¢inde art arda meydana gelen biyokimyasal tepkimeler sonunda
hiicrenin ihtiyaci olan biiyilk molekiillerin meydana gelmesiyle ya da biiylk
molekiillerin pargalanarak daha kiiglik molekiiller olusturulmasiyla devam eder.
Enzimlerin mol kiitlesi 10* ile10°® akb araliginda farklihik gésteren biiyiik molekiillerdir
(Keha ve Kiifrevioglu, 1997; Kalaycioglu vd., 2000; Pamuk, 2000; Nelson ve Cox,
2005; Secgin, 2013).

Canli hiicrelerde biiyiik molekiillerin pargalanmasi ile meydana g¢ikan enerji
hiicrenin enerji gereksinimini karsilar. Hiicrelerde meydana gelen bu yikim ve yapim
olaylarinda enzimler gorev alir. Makro molekiiller yikiminda ya da mikro molekiillerin
yapim siireci olan biyokimyasal tepkime asamalarinda substrata kimyasal bir grup
eklenmektir. Bu kimyasal gruplar; bir metilen (CH3), bir amin (NH>), bir hidroksit
(OH), bir hidrojen (H), keto (CO), aldehit (OC-H), bir karbondioksit (CO,) grubu
olabilir. Makro molekiiller, tepkimenin her asamasinda bu kimyasal gruplar tarafindan
olusturulurlar. Enzimler dogal yontemlerle yalnmiz canli hiicreler tarafindan
sentezlenirler (Keha ve Kiifrevioglu, 1997; Kalaycioglu vd., 2000; Nelson ve Cox,
2005; Secgin, 2013).

Enzimler hiicre iginde aktivite gosterdikleri gibi hiicre disinda da aktivite
gosterirler. Enzimler canli hiicrede meydana gelen tiim reaksiyonlarin diizenli bir
sekilde gergeklesmesini saglayan tepkimelerde aktivite hizin1 olumlu agidan artiran 6zel
biyokimyasal katalizorlerdir. Tepkimelerde enzimler aktivasyon enerjisini diisiirerek
tepkimenin daha hizli ger¢ceklesmesini sagladiklarindan dolay1 enzimsiz bir tepkimeden
10°-10"" defa daha hizh reaksiyonu tamamlarlar (Keha ve Kiifrevioglu, 1997;
Kalaycioglu vd., 2000; Nelson ve Cox, 2005). Enzimler, Ozellestirilmis biyiik
yapilardir. Enzimlerin belirli konformasyon ve ii¢ boyutlu yapilarinin olusumunda
proteini olusturan amino asitlerin dizilisi ¢ok 6nemlidir. Enzimlerin 6zellesmis yapiya
sahip olmalar1 enzimin etkinligi ve meydana gelen metabolik olaylarin denetimi
acisindan Onemlidir. Enzimlerle reaksiyona girerek bigcim degisikligine ugrayan

maddeye substrat denir. Bazi enzimler tek bir substratla reaksiyona girebilirken bazi



enzimler ise birden fazla substratla reaksiyona girebilirler (Keha ve Kiifrevioglu, 1997,
Nelson ve Cox, 2005; Seggin, 2013).

Enzimlerin isimlendirilmeleri, enzimin reaksiyona girdigi substrat isminin sonuna
—az eklenerek olusturulmustur (Ureaz, lipaz, fosfataz vb.). Bu kurala uygun olmayan
enzimler farkli sekilde (pepsin, tripsin gibi) isimlendirilir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997,
Nelson ve Cox, 2005; Seggin, 2013). Ancak bu isimlendirme sistemi diizensizliklere
neden oldugundan belirli bir standardizasyon olusturularak gilinlimiizde Uluslararasi
Biyokimya Birligi (IUB) belirli bir isimlendirme sistemi olusturmustur. Olusturulan
isimlendirme sisteminde enzimler etki ettikleri tepkimeye gore 6 ana grup altinda
topland1. “Bunlar;

1. Oksidorediiktazlar: Rediiksiyon tepkimelerini katalizler.

2. Transferazlar: iki sustrat arasinda hidrojen hari¢ diger gruplarin gegisini
katalizler.

3. Hidrolazlar: 1 mol H,0 molekiiliiniin dahil olmasiyla kimyasal bagin kirilmasin
katalizler.

4. Liyazlar: Substrattan gruplarin ayrilmasmi hidrolizden degisik bir mekanizma
ile olusturarak, ¢ift baglarin meydana gelmesini katalizler.

5. Izomerazlar: Geometrik, pozisyon ve optik izomerlerinin  birbirine
doniistimlerini katalizler.

6. Ligazlar: Yiksek enerjili bilesenlerdeki fosfat baglarinin kopmasi sonucunda
meydana gelen eneji ile iki bilesigin birbirine baglanmasini katalizler” (Gokalp
vd., 2002).

Enzimin tanimi aralarina nokta konularak 4 rakamdan olusan bir kod numarasi ile
(E.C.) (Enzyme Code) yapilmustir (Nelson ve Cox, 2005; Tekman ve Oner, 1986;
Bingdl, 1983; Keha ve Kiifrevioglu, 1997). Bu kod numarasindaki ilk rakam enzimin
ana grubunu, ikinci rakam substrat veya alt grubu, tiglincii rakam spesifik substrat veya
kofaktorii gosteren subalt grubu ve dordiincii rakamda enzimin seri numarasini belirtir

(Yildiz, 2013).

1.2. Enzimlerin Yapsi

Enzimler proteinlerden olusurlar. Enzimin yapisini olusturan proteinlerin
icerigindeki amino asitlerin dizilisi sayis1 ve molekiiller yapilarindaki farkliliklar
enzimin substratina 6zgli olmasini saglar. Enzimlerin bir kismi yalnizca proteinden
meydana gelirken, bazilar1 ise proteinle birlikte organik veya inorganik yapilardan

olusur. Enzimin yalnizca proteinden meydana gelen bdliimiine “apoenzim”, protein
2



olmayan boliimiine ise “kofaktor” adi verilir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997; Kalaycioglu
vd., 2000; Nelson ve Cox, 2005). Apoenzim, enzimin reaksiyona girecegi substrati
belirleyen kismidir. Enzime spesifiklik kazandirir. Enzimler tepkime sirasinda sekilsel
degisikliklere ugrasalarda tepkime sonunda kendi 6zgiin hallerini koruyarak tepkimeyi
sonlandirirlar ve {irlin meydana getiriler (Sekil 1). Enzimler proteinlerden olustugu igin

fiziksel ve kimyasal etkilerden dolay1 denatiirasyona ugrayabilirler (Kalaycioglu vd.,
2006).

Substrat

Enzim aktivasyonu gergeklesir

-\.kuf Bolge /

Substrat enzimin aktif Enzim/Substrat Enzim ayn kalr
bolgesine baglanir kompleksi olusur Briin olugur

o‘j“‘“t

Sekil 1. Enzim substrat iliskisi (Ako ve Mathews, 1996).

Enzimde belirli amino asitlerin bir araya gelmesiyle olusan 6zel bir bolim
mevcuttur. Reaksiyonlarin gergeklesebilmesi i¢in enzimi katalizleme 6zelligine sahip bu
Ozel bolge “aktif bolge” olarak adlandirilir. Enzim substrati ile koenzimin baglandig
kisim aktif bolgedir (Ames vd., 1993). Enzimin aktif bolgesi asimetrik bir cepten olusan
girinti ve ¢ikint1 bigiminde oyuk goriintiistindedir (Sekil 2). Aktif bolgenin sekli,

enzimin substrata tam bir uyum halinde baglanmasini saglar (Yenson, 1984).

Kofaktor Aktif Bolge Koenzim

Holoenzim

Sekil 2. Aktif bir enzimin yapis1 (Ako ve Mathews, 1996).



Aktif bolgenin substrata kusursuz sekilde baglanmasinda yapisal uygunlugun
yanin1 sira aktif bolgenin polarlik ve elektiriksel yilikii de baglanmaya kolaylik
saglamaktadir. Enzimlerin katalitik aktivitesini diizenlemek icin ¢esitli yollar vardir.
Canli organizmalarda bir enzimatik etkinligin her zaman ayni hizda olusmasi

organizmaya ihtiyaci olan esnekligi saglar (Yenson, 1984; Ozata ve Kutlu, 2000).

Enzim hiicrelerde belirli miktarda bulunmaz ve hiicrelerin ihtiyag durumuna gore
enzim sentezlenir ya da sentezine son verilir. Enzimler katildiklar1 reaksiyonlarda
dengeyi degistirmez yalnizca, dengeye daha hizli ulagsmasini saglar. Tepkime hizinin
yiikselmesi, kimyasal katalizorlere benzer sekilde, mekanizmanin degismesi neticesiyle

aktivasyon enerjisinin azalmasindan dolay1r meydana gelir (Yenson, 1984).

1.3. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler ortamda bulunan substrat ile tepkimeye girerek substrati {iriine
doniistiiriirler. Enzimin aktivitesi, tepkime ortamimda meydana gelen substrat
derisimindeki azlamadan ya da iiriin derisimdeki artmadan anlasilir. Enzim {initesi;
optimal kosullarda 1 dakikada 25 ©°C sicaklikta, 1 mikromol substratin, iiriine
cevrilmesini saglayan enzim miktaridir (Nelson ve Cox, 2005).

Enzim aktivite miktart enzim {nitesi ile saptanir. Enzimlerin katildig1
tepkimelerde reaksiyon hizina etki eden faktorler; “sicaklik, enzim konsantrasyonu, 151k,
zaman, substrat konsantrasyonu, ortamin pH’1 ve diger fiziksel faktorlerdir’(Seggin,
2013).

1.3.1. Enzim Konsantrasyonun Etkisi
Enzim reaksiyon hizi, enzim konsantrasyonuyla dogru oranti gosterir. Yani
substrat konsantrasyonun sabit oldugu bir reaksiyon ortamin da enzim miktar1 ne kadar
¢ok olursa reaksiyon hizi da o kadar yiiksek olur. Reaksiyon ortaminda substrat miktari

bittiginde enzim reaksiyon hizi sabitlenir (Sekil 3) (Kara, 2008).



Teplkime hin

Enrim konsantrasyonu

Sekil 3. Enzim konsantrasyonuna bagli reaksiyon hizi grafigi (Kara, 2008).

1.3.2. Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim konsantrasyonun sabit oldugu reaksiyonda, enzimin reaksiyon hizi belirli
bir yere kadar substrat konsantrasyonuyla ayni yonde ilerler. Enzimin substratla

doygunluga eristigi noktada reaksiyon hizi farklilasma gdstermeden ilerler (Sekil 4)
(Nelson ve Cox, 2005; Giingér, 2008).

X kadar enzim varken

Tepkime hin

Substrat konsantrasyonu

Sekil 4. Subsrat konsantrasyonuna bagli reaksiyon hiz1 grafigi (Kara, 2008).

1.3.3. Sicakhgn Etkisi

Sicaklik enzimin reaksiyon hizin1 artiran bir etmendir. Sicaklik 10 °C

artirlldiginda buna bagl olarak reaksiyon hizi yaklasik iki kat yiikselir. Enzimlerin
yapay kosullardaki reaksiyonu genellikle oda sicakligindan dort kat daha fazladir.
Enzimler igin belirli bir sicakligin iistiine ¢ikildiginda enzimiler denatiire olur ve
etkinliklerini kaybederler. Her enzimin birim zamanda etkinliginin en yiiksek oldugu bir

sicakligi vardir. Bu sicaklik o enzim i¢in optimum sicakliktir (Sekil 5 ) (Kara, 2008).



Tepkime hun

L

Sicalkhlk

Sekil 5. Sicaklik — reaksiyon hizi grafigi (Kara, 2008).

1.3.4. pH EtkKisi

Enzimlerin aktivite gosterdikleri pH araliklar farklidir. Kimi enzim yiiksek pH’I1
ortamlarda etkinkinlik gosterirken kimi enzim ise diisiik pH’I1 ortamda etkinlik gosterir.
Enzimlerin geneli pH’1 ndtr ortamlarda yiiksek etkinlik gosterir. Enzimin en etkin
oldugu pH o enzim i¢in optimum pH olarak kabul edilir. Enzimin ¢aligmasina en uygun
pH degerinin altinda ve {izerindeki pH’larda enzim reaksiyon hizi daha diisiik olur.

Belirli bir pH’1n altinda enzim aktivasyon gostermez (Nelson ve Cox, 2005; Giingor,
2008).

1.3.5. Zamanin Etkisi
Yapilan c¢aligmalarda, optimum sicakliklarin ve optimum pH’larin zamanla

orantili oldugu anlagilmistir (Nelson ve Cox, 2005).

1.3.6. Reaksiyon Uriinlerinin Etkisi

In vitro ortamda meydana gelen enzim tepkimelerinde zamanla igerisinde olusan
tepkime tirlinleri enzimi inhibe ederler. Bu durumda enzim reaksiyon hizin1 olumsuz
etkiler. Tepkime {riinlerinin yapisi subsrati andirdigindan dolayr enzim subsubstrattan
daha fazla tepkime iirliniine baglanir bu da reaksiyonda enzimin inhibe olmasina neden
olur (Glingor, 2008; Kara, 2008).

Enzimin substrat ile birlestigi aktif bolge disinda bir yerde tepkime iirlinli enzim
ile birlesebilir. Enzimin farkli bir yerine baglanan madde, enzimin etkinlik gdsteren

boliimiinde sekilsel degisiklige neden olur. Enzimin seklinin bozulmasindan dolayi
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enzim ile substratin baglanmasi; substratin bi¢imine, yogunluguna ve diger etkenlerle
bagli olarak inhibisyona yol agar. Bu etki “allosterik etki” olarak tanimlanir (Nelson ve
Cox, 2005; Kara, 2008).

1.4. Katalaz Enzimi

Bilim insanlarinin en fazla iizerinde g¢alisma yaptigi enzimler Katalazlardir.
Arastirmac1 Loew 1901 yilinda ilk defa “Katalaz” terimini hidrojen peroksiti (H,0O,)
parcalayan enzim olarak literatiir de tanimladi. Zaman igerisinde bir¢ok biyolog ve
biyokimyaci enzim iizerinde ¢alisma yapti. Birgok arastirmacinin katalaz enzimi lizerine
calismaya baslamasinin sebebi, enzimin substratinin ucuz, kolay erisilebilir olmas1 ve
enzim aktivite tayinin kolay yapilmasimdandir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

Katalaz (CAT) canlilarda meydana gelen tepkimeler sonunda olusan aktif hidrojen
peroksiti molekiiler oksijen ve suya parcalayan enzimdir. Katalaz; oksidorediiktaz
smifta yer alan bir enzimdir. Aktif yapilar arasinda bulunan peroksitler, stiperoksitler
vb. reaktifler canli hiicre i¢in ¢ok dnemlidir. Baz1 yasamsal reaksiyonlarin yan {iriinii
olan bu aktif yapili ajanlar hiicrenin ve hiicre zarinin yapisinda bozulmalara yol agarak
hiicreye biiyiik zararlar verebilirler (Tayefi-Nasrabadi, 2008).

Antioksidan etkiye sahip olan katalaz enzimi toksik olan hidrojen peroksidi
hiicreden uzaklastirmada etkin bir role sahptir. Katalaz enzimi dokular1 H,O, ve
indirgenmis oksijen tiirevlerinin verecegi zararlara karst muhafaza eder (Aydemir ve
Kuru, 2003). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda ise insan ve hayvanda goriilen
kanser, diyabet, diger hastaliklarla olan ilgisi ve yaslanma tizerindeki etkisinden dolay1
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Katalaz enziminin giinlimiize kadar pek cok
degisik kaynaktan saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir. Katalaz enziminin
saflagtirilmasi i¢in prokaryotik ve okaryotik canlilardan bitkilere kadar pek ¢ok kaynak
kullanilmaktadir. Katalaz enziminin tiitiin, safran, i1spanak, aygicegi, bugday, kozalak
gibi bir¢ok bitkide ¢oklu formda oldugu belirlenmistir (Tayefi-Nasrabadi, 2008).

Katalaz enziminin molekiil agirligi 240 kDa civarindadir. Katalaz enzimi dort
polipeptit zincirinin olusturdugu bir tetramer olup her bir tetramer bir prostetik hem
grubu ihtiva eden bir yapiya sahiptir (Cimen, 2005; Ahiskali, 2017).

Katalaz enziminin katalitik verimi (Kea/Km) 4.0x108 M™s? seklinde olup ¢ok
etkilidir. Enzimler igerisinde en ¢ok doniisiim Kkat sayilarina sahip olan enzimlerden
biridir. Hizinin yiliksek olmast H»O»’nin detoksifikasyon da ne kadar kapasitesi

oldugunu gosterir (Sivrikaya, 2007). Katalaz enzimi kloroformlar, tetramerler,



sitokromlar, legumlar ve hemoglobinler’de azot ile baslayan enzimler gibi dort porfirin
grup igerir (Sekil 6).

Bu 6zel, polipeptit olmayan boliim, protein grubuna sikica bagli bazi proteinlerin
biyolojik olarak calismasi i¢in gereklidir. igeriginde bir protoporfirin halkas1 ve demir
atomu bulunur. Protoporfirin halkas1 dort pirol halkasindan olusur ve her biri birbirine
metenil kopriileriyle baglanmustir. Demir, ferro (Fe*?) veya ferrik (Fe*®) olarak bilinen
iki farkli halde bulunabilir (Ahiskali, 2017).

Sekil 6. Katalazda hem’in 3 boyutlu gosterilisi (Ahiskali, 2017).

1.4.1. Katalaz Enziminin Yapisi

Katalaz enzimi bilim insanlar1 tarafindan saflastirilmasi yapilan ve kristalize
edilen ilk enzimlerdendir (Tayefi-Nasrabadi, 2008). Enzimin alt birimleri amino ucu,
sekiz tane anti-paralel dizilmis B ipliklerinin meydana getirdigi, karboksil ucu, uzun
ilmik kismi, B -figis1 ve a-heliks bolgesi olarak bes farkli bolgeden meydana gelir. Her
katalaz da amino ug kismu farkli uzunluklara sahiptir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

Amino ucu monomerler arasi etkilesimin fazla oldugu bir bolge olup enzimin
molekiiler stabilitisinden mesuldur. Katalaz enziminin kendine 6zgii yapilarini B-figist
kismi belirler. Proteinlerde bulunan B-figist uzun ilmik yapi ile a-heliks bolgesini
birbirine baglamaktadir (Sekil 7). Katalaz enzimindeki karboksil ug¢ kisimlart uzunluk

agisinda farklilik gosterir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).
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Sekil 7. E.coli katalazinin 3 boyutlu yapisi (Ahiskali, 2017).

1.4.2. Katalaz Enziminin Kullanim Alanlar:

Canlilar tizerinde gozlenen hidrojen peroksitin (H,0,) etkileri, katalaza olan ilgiyi
artirmig ve bir¢ok arastirmacinin katalaz tizerine ¢aligmasini saglamistir. Genis kullanim
alanimna sahip olan katalaz enzimi, farmasotik sanayinde, gida sanayinde, kagit
sanayinde, tekstil sanayinde ve gevresel kirlenme arastirmalar ile lens suyu temizligi
gibi pek ¢ok yerde kullanilmaktadir (Paar vd., 2001; Sancar vd., 2012).

Omegin; kumasin H,0; ile agartilma isleminin sonrasinda H,O,’nin ortamdan
uzaklastirmak i¢in ilk 6nce su ile yikma islemi yapilir. Su ile yikma igleminin hemen
ardindan boyama islemi yapilir. Yikama isleminde suya H,O; ge¢isi olur. Yikama
suyunun HyO7’den arindirilarak tekrar sisteme kazandirilmasi i¢in suya gecen H,0,’yi
parcalamak iizere katalaz enzimi kullanilir (Paar vd., 2001; Sancar vd., 2012). Ayrica
kagit sanayinde agartma isleminden sonra ortamki H,O,’nin uzaklastirilmasi, regine,
cam sakizi ve plastik imalatinda kopiiklestirmeyi ve oksitlemeyi saglamak amaciyla
yararlanilan H,O;’nin uzaklastirilmasi i¢in katalaz enzimi kullanilmaktadir (Wiseman,
1986). Diger tarafdan katalaz enzimi glukoz barindirmayan diyetetik iceceklerin
yapiminda glukoz ve oksidaz enzimi ile birlikte kullanilir. Gidalarda meydana gelen
kararmay1 onlemek i¢in firin Griinlerinin yapimi esnasinda, diger enzimler ile beraber
H20, kullanilip yeterli oksijen olusturularak glukozun okside edilip ortamdan

uzaklastirilmasi i¢in katalaz enzimi kullanilir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).



1.4.3. Katalazin Reaksiyon Mekanizmasi

Katalaz enzimi indirgeyici ve ylikseltgeyici i¢in peroksitten yararlanir. Katalazin
reaksiyon basamaklar1 iki agamadan meydana gelir. Katalazda bulunan hem grubu
demir elementi ile birleserek | bilesigini meydana getirir (Alptekin, 2009).

CAT-Fe-OH + H,0, — CAT-Fe-OOH + H,0O

Bilesik I

Reaksiyon alaninda yeteri kadar H,O, bulunuyor ise bilesik Il reaksiyonu olusarak
H.0,, su (H,0) ve oksijene (O) ayrilir (Kavakgioglu, 2012).

CAT-Fe-OOH + H,0;, — CAT-Fe-OH + H,O + O,

Bilesik 11

HI_H_IH H2|‘_v

F_';‘\H

O

OptH,O  HOOH

Sekil 8. Katalazin reaksiyon mekanizmasi (Anderson ve Dawson, 1991).

1.4.4. Katalaz ve Antioksidanlar

Enzimler canliligin meydana gelmesinde ve siirdiiriilmesinde ¢ok dnemli bir yere
sahiptir. Enzimlerin hiicre disinda da etkin olmasi enzimlerin kullanimini ¢ok degerli
hale getirmistir. Her enzimin farkli sicaklik, pH ve basing gibi 6zel sartlari vardir.
Enzimler giinimiizde gida, kimya, saglik, tekstil, dericilik ve boya gibi ¢ok sayida
alanda kullanilmaktadir. Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere iki
ana grupta toplanirlar. Endojen kaynakli antioksidanlar: enzim olanlar; katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx); enzim olmayanlar; albumin, E
vitamini ve p-karotenlerdir. Eksojen kaynakli antioksidanlar olarak ksantin oksidaz
inhibitdrleri, Nikotinamid Adenin Diniikleotit (NADPH) oksidaz inhibitorleri basta yer
alirlar. Bu endojen yapidaki antioksidan enzimler serbest radikalleri etkisiz kilarlar.
Boylece organizma aktif oksijen ve serbest radikallerden zarar gérmez (Diindar ve

Aslan, 2000; Arosio vd., 2000; Akkus, 1995).

10



1.5. Protein Saflastirma Yontemleri

Saflagtirma, her bir protein i¢in Ozeldir. Farkli amagclarda yapilan protein
saflastirmasinda protein saflik Olgiitleri de degisiklik gosterir. Proteinin yapisi lizerine
bir analiz ¢alismas1 yapiliyor ise yiiksek saflikta bir numune gereklidir. Sanayi
tiretiminde enzimlere fazla miktarda ihtiya¢ duyuldugu i¢in kararli, ucuz, saflik derecesi
diisiik enzimler tercih edilir. Protein saflagtirma islemi sonunda enzimi tamamen saf
hale getirmek pek miimkiin degildir (Akar, 2015).

Proteinin saflastirilmasi ¢ok basamakli bir islemdir. Saflagtirmanin ilerleyisini
gozlemlemek i¢in her basamakta toplam protein miktarinin tespit edilmesi 6énemlidir.
Esas olan biyolojik ve biyokimyasal etkinliklerinin tespit edilmesidir. Bundan dolayida
amaclanan proteine 6zgli analiz yontemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Saflagtirlmada
kullanilan 6rnek enzim ise aktivite tayini yapilir. Saflastirma asamalarindaki 6nemli bir
etkende; verimidir. Saflastirma igslemi her ne kadar proteine 6zgii olsa da esas yontem
degismemektedir. Bu iglemin asamalar1 hiicrenin pargalanmasi, tuzla ¢oktlirme,

kromatografik yontemlerdir (Scopes, 1994).

1.5.1. Hiicre Parcalanmasi
Hiicre pargalanmasit mekanik (fiziksel) ve mekanik olmayan (kimyasal) iki
yontemden olusur.
Mekanik/Fiziksel
» Asindirici ile agitasyon
» Blender, 6giitiicli, homojenizator
» Sivi ve kat1 ekstriisyon (French Pres)
» Ultrasonikasyon
Mekanik olmayan/Kimyasal
» Alkali ile muamele
» Deterjanlar
» Dondurma-eritme
» Isiile parcalama
» Litik enzimler
Ayrisma isleminin tamamlanmasiyla meydana gelen partikiillerin ortamdan

uzaklastirilmasi gereklidir (Erarslan, 2000).
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1.5.2. Tuzla Coktiirme

Saflagtirma isleminden sonra proteinlerin derisik hale getirilmesinde ya da
proteinlerin izolasyonun da kullanilir. Coktiirme isleminde ¢oziiniirliigiin saglanmasinda
boyut, yiik, polarite ve yap1 onemli faktdrlerdir. Iyonik siddeti yiikselterek ¢oktiirme en
cok tercih edilen yontemdir (salting out). Amonyum siilfat ¢Oktiirmesi olarak
adlandirilir. Tuzla ¢oktiirme islemi; yogun derisimde tuz eklenerek ¢oziiniirligiin

azaltilmasi ilkesini temel alir (Akar, 2015).

1.5.3. Kromatografik Yontemler

Islem sonununda ortaya ¢ikan protein ¢ozeltisinden, belirli proteine erismek icin
farkli kromatografi cesitleri tatbik edilmektedir. Kromatografik yontemlerin temel
prensibi durgun ve hareketli hallerde ayristirma isleminin yapilmasina dayanir. Ornek
boyutlarima gore yapilan ayirma kromatografisinde molekiillerin ebatlarina gore
hazirlanan deliklerin ¢apraz bagli polimerlerden molekiillerin gegis hizlar1 geregince

ayrima isleminin yapilmasidir (Giingor, 2015).

1.5.3.1. Boyut Ayirma Kromatografisi

Biiyiikliiklerine goére yapilan ayirma yonteminde proteinlerin ebatlar1 temel
aliarak yapilan ayristirma yontemidir. Bu yontemden, bir yahut birden ¢ok bilesenin
ayristirilmasinda, bir bilesigin molekiil agirliginin tespitinde, tuzla ¢oktiirme yapildiktan
sonra numunenin tuzdan ayristirtlmasinda (desalting), protein icerisinde bulunmayan
kontaminantlardan ve protein agregatlarindan uzaklastirmak amaciyla yararlanilir
(Konak vd., 2014). Numune igerisinde; dekstran, poliakrilamid jel ya da agaroz gibi
¢oziinmeyen hidrat polimerlerden meydana gelen, igerisinde dolgu maddesi bulunan
gbzenekli kolondan gegirilir (Berg, 2002).

Kolonun igerigi farkli dogal re¢inelerden bicimlendirilecegi gibi yapay
maddelerden de big¢imlendirilebilir. Boyut ayirma kromatografisinden tabi reginelerin
veya yapay sentetigin jellesmesi, igerikte bulanan maddelerin birlikte olusturduklar
capraz baglar ile meydana gelir (Giingor, 2015).

Yontemin uygulanmasinda Sephadex, Sepharoz ve Bio-Gel gibi hazir delikli 0.1
mm capimdaki kolonlar ¢ogunlukla tercih edilir. Bu yontemin ilkesi ufak ebattaki
proteinlerin bu gozeneklere girerken daha iri olanlarin gbézeneklerden gecerek kisa
siirede toplanmasina dayanir (Berg, 2002).

Ayirma islemini etkileyen faktdrler, numune hacmi, partikiil boyutu, numune

hacminin kolon hacmine orani, numunenin ve tampon ¢ozeltinin viskozitesi ile
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numunenin akis hizidir (Konak vd., 2014). Yontemin prensibine gore ebatlar1 biiyiik
olan proteinler dnce, arkasindan daha kiigiik yapiya sahip proteinler ve en sonda en ufak

yapili proteinler toplanir (Berg, 2002).

1.5.3.2. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisimine gbre yapilan bu aywrma ydntemi bir adsorbsiyon
kromatografisidir. Ayiristiralacak maddenin yiikii ile karsit yilikte olan sabit faz arasinda
tersinir elektrostatik etkilere baglidir. Belirtilen etkilesimleri gergeklestirmek igin ilk
olarak kolondaki dolgu maddesinin pH ve iyonik kuvvet yoniinden dengelenmesini
saglamak i¢in tampon c¢ozelti kullanilarak birka¢ kez yikanmalidir. Bu islemlerden
sonra numunler kolona uygulanir. Numuneler, ¢ogunlukla degisik proteinler igeren
karisimlardir (Berg, 2002; Nelson ve Cox, 2005).

Tamponun iyonik siddeti asamali sekilde yiikseltilerek, farkli giiclerde tutunan
proteinler sirasi ile kolondan gecirilir. Bu sekilde proteinler birbirinden ayrilirlar.
Kolondan diizenli sekilde yapilan toplama islemi tamamlandiktan sonra toplanan farkl
fraksiyonlardaki proteinlerin absorbans veya floresans degerleri tespit edilir. Bu islem
sonunda ilgili proteinin hangi eluatta bulundugu anlasilir (Nelson ve Cox, 2005; Konak
vd., 2014).

Protein elue islemi i¢in iyonik siddetin arttirilmasiyla protein toplanmasidan farkl
birka¢ yontem daha vardir. Bunlar tuz derisim orani arttirilan ya da pH degeri
degistirilen tamponla elue islemidir. Protein elue iglemlerinden daha iyi kontrol edildigi
icin iyonik siddet tercih edilir. Yapilan islemde iyonik kuvvetin 1.0 olmasi ¢ogunlukla
birgok proteini elue etmeye yeterlidir (Nelson ve Cox, 2005; Giingor, 2015).

Iyon degisim kromatografisi ile protein ayrilma islemleri yiik tiiriiyle (katyonik
veya anyonik) ve yiik giicliyle iligkildir. Protein ve iyon degistiricilerin birbirleri ile olan
iligkisini etkileyen faktorler; net yiike, iyonik giice ve proteinin yiizeyindeki yiik
dagilimina baglidir. Bu sebeple bu islemlerde mobil fazlarin pH’ nin Kritik 6nemi vardir
(Konak vd., 2014).

Tampon ¢ozeltisinin pH’1 belirlenirken dikkat edilmesi gereken hususlar; iyon
degistiricinin etkinlik araligt ve proteine olumsuz etkilemeyecek bir pH araliginin
belirlenmesidir. Proteinin baglanamasi bilmesi amaciyla olmasi gereken pH degeri,
proteinin izoelektrik noktasinin yar1 uzaklaiginda, daha uygun olani ise bir birim
uzaginda olmasidir. Izoelektrik noktasinindan (pI) daha yiiksek ya da daha diisiik
degerdeki pH’lar lazim olandan daha giiclii baglanmay: indiiklediginden sebeple
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tutulma stiresinin uzamasina ve bozunmaya yol agmaktadir (Dalkavriyan, 2011; Nelson
ve Cox, 2005).

pH’mm yiikselmesi anyon degisim kromatografisinde ayrisan bazik olan
proteinlerin alikonma kabiliyetini yiikseltirken, katyon derisimine gore yapilan ayrigma
isleminde ayrisan asidik proteinin alikonma kabiliyetini azaltmaktadir. Tablo 1’de

gosterilenler iyon degisim kromatografisin de yararlanilan tamponlardir (Konak vd.,
2014).

Tablo 1. Iyon degistirici kromatografide kullanilan bazi tamponlar (Giingdr, 2015).

Tampon Tuzu pH Araligpi  Tampon Tuzu pH Arahgi
Amonyak 8.2-10.2 Sodyum asetat 4.2-54
Amonyum asetat 8.6-9.8 Sodyum borat 8.0-9.8
Amonyum fosfat 2.2-6.5 Sodyum dihidrojen fosfat 2.0-6.0/8.0-12
Sitrik asit 2.0-6.0 Sodyum format 3.0-4.4
Disodyum hidrojen sitrat 2.6-6.5 Sodyum perklorat 8.0-9.8
Potasyum dihidrojen fosfat 2.0-8.0/9.0-13 Sodyum nitrat 8.0-10.0
Potasyum hidrojen fitalat 2.2-6.5 Trietanolamin 6.7-8.7

Baslangi¢ tamponu proteinlerin baglandig1 pH’taki tampondur. Bu tamponun pH
araligt hem proteinlerin baglanabilecegi bir deger olmali hemde proteinlerin
ayrilmalarinin gerceklesmesi i¢cinde yakin bir pH’a sahip olmalidir. Béyle olmadigi
takdirde proteinleri kolondan ayirmak zorlagir ve ayirmak i¢in ihtiyag¢ duyulan iyonik
siddet ¢ok yiiksek olur. Zayif iyon degistiriciler, katyon degistiricilerde pH 9’un
tizerinde yiiklerini kaybederlerken, anyon degistiricilerde ise pH 6’nin altinda yiikleri
azalmaya baglarlar. Kuvvetli iyon degistiriciler bir tek diisiik iyonizasyonlu maddelerin
ayirimini yapmak lizere uygulanir (Nelson ve Cox, 2005; Dalkavriyan, 2011).

Iyon degistirici kromatografide mobil safha gogunlukla regine, dekstran yahut
seliilloz benzeri polimerlerden meydana gelir. Iyon degisim kromatografisinde mobil
safhadaki 6rnek ve tampondaki yiiklii molekiiller duragan sathada kolon dolgu maddesi
bulunan zit yiiklii molekiillerle etkilesim gosterirler ve bu safhada tutunurlar. Iyon
degisim kromatografisinde kullanilan matriksler; anyon degistiriciler ve katyon
degistiriciler olarak iki sekilde gruplandirilir. Katyon degisim kromatografisinde
kullanilan recinelerde; negatif yilike sahip gruplar bulundugundan dolay: pl degerinin
altinda bulunan pH’da proteinler pozitif yiiklii oldugundan bu yontem pozitif yiike sahip
proteinleri baglamak icin kullanilir. Anyon degisim kromatografisinde reginelerin

tizerleri pozitif yiiklii oldugundan dolayr pl degerinden fazla pH’da negatif yiikli
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oldugundan anyon degisim kromatografisinde negatif yiike sahip proteinleri baglamada
yararlanilmaktadir (Nelson ve Cox, 2005; Konak vd., 2014).

Proteinlerde tepkimeye giren gruplar karboksil, amino yahut tersiyer amino
gruplardir. Bundan dolay1 anyon degistiriciler proteinlerin protonlanmis amino
gruplarimi iterken protonsuz karboksil gruplarini tutarlar. Proteinler iki yone iyonize
olabilen amfoterik molekiillerdir. Bu yiizden hem anyon degistiricilerine hem de katyon
degistiricilerine baglanirlar. Genelikle ayrilmasi istenen proteinlerin izoelektrik noktasi
bilinmediginden dolay1r proteinlerin birbirlerinden ayrilmasinda hangi tip iyon
degistirici kullanilacaginin tespiti ancak denemeler yapilarak bulunabilir (Nelson ve
Cox, 2005; Konak vd., 2014).

Iyon degistirici kromatografide, yiik esasli saflastirma yapildigidan iyon
degistirici kolonun igerisindeki dolgu maddesi yiikii sabit olmasi gereklidir. Aksi
durumda proteinlerin hepsi bir geleceginden dolay: yiik esash bir ayrima yapilamaz.
Baglanma giicii protein izoelektrik noktasina ve toplam yiike baglidir. Bu sebeple ayni
izoelektrik noktast olan proteinler denge izoelektrik odaklama metodu ile
ayristirtlamazken iyon degisim kromatografisi yontemi kullanilarak ayristirilabilir

(Nelson ve Cox, 2005; Giingor, 2015).

1.5.4. Elektroforez

Elektroforez proteinlerin birbirinden ayrilmasi ve tanimlanmasi igin 6nemli bir
yontemdir ama dogrudan bir saflastirma basamag degildir. Iyon degistirici
kromatografide oldugu gibi elektroforezde de proteinlerin net yiiklerinden yararlanarak
ayristirma iglemi yapilir. Yontemin ilkesi net yiiklii proteinlerin ¢ogunlukla
poliakrilamid jel iistiinde elektrik akimi destegiyle yiirlitiilmesidir. Bu metod ¢ok fazla
miktardaki proteinler iizerinde kullanilmaz. Elektroforetik yontemler proteinlerin yapi
ve islevlerine zit yonde etki yapar (Nelson ve Cox, 2005).

Elektroforezin  sagladigi  yarar  proteinlerin  ayrigtirilmasint  saglarken
goriintiilenebilmesinede imkan vermesidir. Bu yontemle numune igerisinde ka¢ farkli
protein oldugu ayr1 ayr1 goriilebilir ve 06zgiin proteinin saflik dereceside tahmin
edilebilir. Elektroforezin ¢ogunlukla kullanim amaci proteinin saflik derecesinin ve
molekill agirliginin tespit edilmesi icindir (Nelson ve Cox, 2005). Elektroforez
yontemlerinden g¢ogunlukla tercih edileni SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) eklenerek
yapilan elektroforezdir. Bu elektroforez yonteminde kullanilan SDS etkisi ile proteinin
i¢ yiikii muhafaza olur ve net negatif yiik miktar1 artar. Bu durum, her proteinin yiik

kiitle oraninin benzer olmasini saglar. SDS kullanilarak yapilan elektroforez yontemi ile
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proteinler yalniz kiitleleri esas alinarak ayristirilabilir. SDS proteinlerin alt birimine etki

gosterir. Bu alt birimlerin elektroforezde gozlemi yapilabilir (Nelson ve Cox, 2005).

1.6. Thymus nummularius

Tiim diinyada ve tilkemizde birgok tiirii olan Thymus nummularius (Yayla Kekigi)
bitkisinin yaygin bir kullanim alan1 vardir. T. nummularius bitkisinin yapisinda bulunan
thymol ve karvakrol aktif maddelerden dolay1 bitkinin tibbi alaninda 6nemli bir
kullanim alan1 vardir. Thymol ve karvakrol maddeleri antioksidan ve antimikrobiyal
Ozelliktedir. T. nummularius bitkisinin yapisinda bulunan ursolik ve rosmarinik asit gibi
¢ok onemli maddelerden dolayr T. nummularius yagi antibiyotige direngli hastane
bakterilerine karsi etkili oldugu farkli ¢aligmalarda ortaya koyulmustur. Origanium
onites tiirli kekikten ¢ikarilan yagda bakteri yok edici 6zellige sahip %67 diizeyinde
karvakrol %8.96 diizeyinde p-Cymene bulundugu tespit edilmistir (Avci vd., 2006;
Hashim ve Gamil, 1988; Mohsin vd., 1989; Monira vd., 2012).

2010 yilinda ‘International Journal of Phytotheraphy’da ¢ikan ¢aligmada yer alan
T. nummularius’deki karvakrol maddesinin metastaz ugramigs meme kanseri
hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiinii baslattig1 tespit edilmistir. Kekik {izerine
siirdiiriilen pek cok aragtirmada T. nummularius’den elde edilen yaglarin, kanserli
hiicrelerin yok edilmesinde etkili oldugu, dismenore agrilari, mide kramplari, seker
hastaligi, mide agrisi, {ist solunum yolu enfeksiyonlari, bronsit, kolesterol diisiiriicii,
bas agrisi, bogaz agrisi, larenjit, bogmaca gibi bir ¢ok hastalifin tedavisinde
kullanilabilecegi goriilmiistiir (Avct vd., 2006; Hashim ve Gamil, 1988; Mohsin vd.,
1989; Monira vd., 2012).

1.7. Katalaz Enziminin Saflastirildigi Kaynaklara iliskin Literatiir Bilgisi

Ispanak bitkisinden (Spinacea oleracea) yapilan katalaz enzimi saflastirma
isleminde elde edilen katalazin spektroskopik niteliklerine bakilmistir. Arastirmalar
sonunda enzimin spesifik aktivitesi yaklasik 25,000 EU/mg protein olarak tespit
edilmistir (Hirasawa vd., 1987).

Nicotiano sylvestris’den (Tiitiin yapragi) yapilan katalaz enzimi saflagtirmasinda;
Sephadex G-25 kolonu kullanilmistir. Bu ¢alismada Ky, degerleri (diisiik peroksidatik
aktivitesi CAT-1) CAT-1 0.057 M ve (yiiksek peroksidatik aktivitesi CAT-111) CAT-I1I
0.054 M olarak tespit edilmistir (Havir ve Mchale, 1987).

Katalaz enziminin Solanum tuberosum’un (patates kokii) saflastirilmasinda; AcA-

34 ultrajel kolonu kullanilmistir. Yiiriitiilen arasgtirmalar sonunda enzimin spesifik
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aktivitesi yaklasik 3000 U/mg protein olarak tespit edilmistir. Enzimin molekiil agirhig
baska bir arastirmada 224 kDa olarak tespit edilmistir. Ilaveten bu ¢alismada enzim
inhibisyonu i¢in azid ve siyanid inhibitdrlerinden yararlanilmistir (Beaumont vd., 1990).

Roka (Eruca sativa) bitkisiden yapilan katalaz enzimini saflastirmasinda Q-
sefaroz kolonu ve sephadex G-25 kolon kromatografisi yontemlerinden yararlanilmistir.
Uygulama sonunda katalazin enziminin spesifik aktivitesi 29.865 U/mg, optimum pH’1n
7.0-10.0 araliginda, ideal sicakliginin 30 °C ve Ky degerinin 62.5 mM oldugu tespit
edilmistir (Dinger, 2000).

Dikarboksimid fungisit olan iprodione’nin farkli derisimlerdeki ¢ozeltilerini
gokkusagi alabaligina (Oncorhynchus mykiss) tatbik ettiklerini, balik karacigerinde
iprodione’nin 0.3 ve 0.4 mM derisimlerinde MDA iiriiniiniin ve reaktif oksijen tiirlerinin
seviyelerinde bir artis oldugunu, GSH igeriginin ve CAT enzimi aktivitesinin
seviyelerinin diistigiinii bildirmislerdir (Radice vd., 2001).

Tatli su baliklarina in vitro sartlarda bir doz deltamethrin 0.75 mg/L ile muamele
edilmis 48 saat bekledikten sonra bobrek ve karacigerlerinde biyokimyasal
degiskenlerine bakilmistir. Arastirmada goriilmistiir ki bobrek ve karacigerde bulunan
katalaz enziminin aktivitesinde ciddi bir diisiis oldugunu gézlemlemislerdir (Sayeed vd.,
2003).

Karalahana bitkisinden katalaz enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu
yapilmis, ayrica bazi pestisitler ile antibiyotiklerin katalaz enzimine olan etkileri
incelenmistir. Karalahanadan yapilan kismi saflastirma isleminde katalazin ideal pH™1
7.8 ve sicakligmin ise 25 °C oldugu tespit edilmistir. Vimax Ve Kn degerlerinin ise
sirasiyla 588.2 EU/mL ve 0.0159 M oldugu belirlenmistir (Koksal, 2003).

Dondurulmus soya fasulyesinin filizlerinde antioksidan enzim aktiviteleri
aragtirtlmistir. 1 °C’ye sogutulan filizlerdeki SOD ve CAT enziminin etkinliginin 25 °C
derecedeki degerlerle mukayese edildiginde; enzimlerin etkinliklerinin arttigim
gozlemlemistirler (Malgorzata vd., 2005).

Tip 2 diabetik hastasindan alinan numunelerde malondialdehit (MDA), glutatyon
peroksidaz (GPx), likopen, serum aglik kan glukoz, antioksidan vitaminler (A, E ve C),
trigliserit, HDL-Kkolesterol, LDL-kolesterol seviyeleri, total kolesterol, katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ile eritrositte HbA;C etkiliklerine bakilmistir. Yapilan
tedavinin ardindan kan glukoz seviyesinin azalmasiyla birlikte MDA, trigliserit ve
HbA;C seviyesinde kayda deger diisme olurken; SOD, CAT, vitamin E ve vitamin A
seviyelerinde kayda deger bir yiikselis oldugu goriilmiistiir (Halifeoglu vd., 2005).

17



Pirasa (Allium porrum L.) ve nane (Menta spicata) bitkilerinde yapilan katalazin
kismi saflastirilma isleminde, karekterizasyonuna ve Kinetik ozelliklerine bakilmistir.
Menta spicata bikisinde elde edilen katalazin optimum pH’1 6.0; optimum sicakligi 40
°C, Vmax degeri 108.69 EU/mL ve K, degeri 1.175 mM oldugu tespit edilmistir. Allium
porrum L. bitkisinde ise optimum sicaklik 30 °C, pH 7.5, Ky 1.172 mM ve Vqax 50
EU/mL oldugu tespit edilmistir (Sondas, 2005).

Alpha cypermethrin’i dimetilsiilfoksitte ¢ozmiisler ve 1/10 LD50 (14.5 mg/kg)
miktar 60 giin diizenli olarak farelere uygulanmistir. Arastirma sonunda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda karaciger siiperoksit dismutaz ve katalaz etkinliklerinde
azalma oldugu belirlenmistir (Manna vd., 2006).

Van elmasi (Golden delicious) kullanilarak yapilan katalaz saflasgtirma isleminde
bazi niteliklere bakilmistir. Enzim spesifik aktivitesi 29.43 U/mg prot.; ideal sicaklig
50 °C ve ideal pH 5.0 oldugu tespit edilmistir (Y 6riik vd., 2006).

Coriandrum sativum bitkisinin yapraklarindan yapilan katalaz saflagtirma
isleminde iyon degisim kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirme yontemlerinden
yararalanilmigtir. Spesifik aktivite degeri katalazin 89.68 EU/mg protein oldugu
goriilmiis, SDS-PAGE poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak enzimin molekiil
agirliginin 60.95 kDa oldugu raporlanmistir. Enziminin H,0; i¢in Ky, degeri 7.87 mM,
Vmax degeri 42.19 EU/mL oldugu goriilmiistiir (Demir, 2006).

Keten tohumundan (Linum usitatissimum) hazirlanan o6ziitte CAT ve SOD
enzimlerinin etkinligine bakilmis, katalazin spesifik aktivite degeri 15.94 U/mg ve
(SOD) siiperoksit dismutazin spesifik aktivite degerinin 2.05 U/mg oldugu tespit
edilmistir (Bozdemir, 2007).

Maydanoz (Petroselinum hortense) bitkisinden yapilan katalaz saflastirma
isleminde; DEAE-Sephadex A-50 jelinin kullanildigi iyon degisim kromotografisi ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemleri kullanilmistir. Enzim spesifik aktivite degeri
1126 EU/mg, optimum sicaklik 35 °C ve pH 7.0 olarak bulunmustur (Oztiirk vd., 2007).

Sakarya'da yetistirilen farkli tiirden iki kabak ¢ekirdegi (Cucurbita maxima ve
Cucurbita moschata) kullanilarak yapilan katalaz saflastirilmasinda enzimin Kinetik
ozelliklerine bakilmigtir. Enzimin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 6.8 ile 7.0
ve sicakligl 25 °C oldugu bildirilmistir. Cucurbita moschata i¢in Vpax 58.139 EU/mL,
Km 20.029 mM ve Cucurbita maxima igin Vs 81.300 EU/mL, K, 17.68 mM oldugunu
raporlamistir (Kara, 2008).

Hiyardan (Cucimus sativus) yapilan katalaz enzimi saflastirilmasinda DEAE-

seliloz kolon kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirme yoOntemlerinden
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yararlanilmistir. Katalazin spesifik aktivite degeri 26 U/mg protein oldugu tespit
edilmistir. DEAE-seliiloz kolon kromatografisi yonteminin bitme agamasinda spesifik
aktivite 393 U/mg protein olarak bulmustur (Seriner, 2010).

Feslegen bitkisinin deltamethrine karsi yaptigi koruyucu etkiyi incelemek iizere
bir grup memeli deltamethrine etkisine birakldiktan sonra bobrek dokularinda olusan
histopatolojik farklilagmalara bakilmistir. Arastirma sonunda deltamethrine etkisinde
birakilan memeli canlilarin bobrek dokusunda malondialdehit (MDA) derisiminde ciddi
yiikselme, katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) etkinliginde ise diislis tespit
edilmistir (Sakr ve Al-Amoudi, 2012).

Karidesler iizerinde yapilan bir ¢alismada; karidesler deltamethrine etkisinde
birakildiktan sonra antioksidan enzim degiskenleri incelenmistir. 39 ng/L kadar
deltamethrine tabi tuttulan karideslerin sindirim bezlerinde bulunan katalaz enziminin
etkinliginin diisiis gosterdigi bildirilmistir (Oliveira vd., 2012).

Kerevizden (Apium graveolens) yapilan katalaz saflastirma ve karakterizasyonu
isleminden sonra katalazin molekiil agirligi 237 kDa olarak 58 kDa agirliginda 4 esit alt
birimden meydana geldigi tespit edilmistir. Kerevizden elde edilen katalazin optimum
sicakligi 30 °C ve pH’1 7.5 olarak belirlenmistir. Katalazin depolama kararliligi 6lgmek
tizere farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gliserol ¢ozeltisinde enzim bekletilmis en
yiikksek kararliligi %20 gliserol c¢ozeltisinde gosterdigi tespit edilmistir. Termal
kararliliginin 25 °C sicaklikta en aktif oldugu belirlenmistir. Vimax Ve Ky degerleri
sirastyla 87 U/mg protein ve 27.5 mM oldugu tespit edilmistir (Glingor, 2015).

Cevizden (Juglans regia) yapilan katalaz saflastirma ve Kkarakterizasyon
isleminde; sira ile homojenizasyon, ultrasantrifiijleme, amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve
PD-10 (Sephadex G-25M) kolon kromotografisi agamalari kullanilmigtir. Saflagtirma
sonunda elde edilen katalazin optimum sicaklik degerinin 25 °C ve optimum pH
degerinin 8.0 oldugu belirlenmistir. Ceviz katalazinin 25 °C’deki termal kararliliginin
40 °C’deki sicakliga kiyasla daha yiiksek oldugu ve depolama kararliliginin da 4
°C’deki degerinin 25 °C’deki sicakliga kiyasla daha fazla oldugunu bildirmistir. Vmax Ve
Km degerlerinin ise 159.4 U/mg protein ve 10.4 mM oldugu tespit edilmistir. Katalaz
enzimi 53 kDa’luk dort esit linitden olustugu ve molekiil agirlik degerinin 212 kDa
oldugu tespit edilmistir (Akar, 2015).

Bigin vd., tarafindan yapilan ¢aligmada antioksidan enzim aktivitelerinin yasa
bagl degisimini arastirmiglar ve yaslanmada CAT-SOD aktiviteleri ile GSH-MDA

diizeylerinin  farklilhilk  gosterdigini, bu nedenle yaslanmanin patofizyolojik
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degisikliklerinde lipid peroksidasyonunun rol oynayabilecegini degerlendirmislerdir
(Bilgin vd., 2020).

Viral hepatit C’li hastalarda SOD, GPx ve CAT aktiviteleri arastirilmig ve yapilan
arastirma sonucunda SOD enzimi aktivitesi seviyesinde azalma oldugu, CAT ve GPX
enzim aktivitelerinin seviyelerinde ise artis oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica viral
hepatitli karaciger hasarinin mekanizmasinda, oksidatif stresin etkisinin olabilecegini
degerlendirmislerdir (Yalg¢in vd., 2020).

Nardan (Punica granatum L.) yapilan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
saflagtirilmasinda DEAE-seliilloz kolon kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirme
yontemleri kullanilmistir. SOD enzimi 16.60 kat saflastirilmis ve enzimin spesifik

aktivitesini 166 U/mg olarak tespit etmislerdir (Ozdemir vd., 2021).
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2. DENEYSEL CALISMALAR

2.1. Materyal ve Metot

Bu arastirmada kekik bitkisinin Thymus nummularius (Yaban kekigi) tiirii
kullanilmistir. Calismada kullanilan Kimyasallar Merck (Darmstadt, Germany), Sigma-
Aldrich (Germany), Tekkim ve isolab firmalarindan temin edilmis olup analitik

safliktadir. Caligsma siirecinin tiim agamalarinda distile/deiyonize su kullanilmistir.

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
Bu arastirmada kullanilan kimyasallar ile deneysel calismalarda kullanilan

cihazlar asagida verilmistir.

i. Dithiothreitol (DTT) (C4H100,S>) (Sigma- aldrich)
ii. Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) (Tekkim)
iii. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,) (Tekkim)
iv. D-(+) Glukoz monohidrat (C¢H1,06) (Isolab)
v. Hidroklorik asit (HCI) (Merck)
vi. Hidrojen Peroksit (H20,) (Merck)
vii. Amonyum siilfat (NH,),SO, (Merck)
viii. Sigir serum albumini (BSA)
iX. Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)
X. Sodyum karbonat (Na,CO3) (Sigma- aldrich)
xi. Folin-ciocalteu reaktifi (Merck)
xii. PEG-4000 (polietilen glicol-4000) (Merck)
xiii. EDTA (C1oH16N2Og) (Sigma- aldrich)
xiv. Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)
XV. PVP (¢6ziinebilir polivinilpirolidon) (Sigma- aldrich)
xvi. Sephadex G-25M (Sigma- aldrich)
xvii. Bakir (II) siilfat pentahidrat (CuSO4.5 H,0) (Sigma- aldrich)
xviii. Sodyum Potasyum Tartarat (KNaC4H;Og*4H,0) (Sigma- aldrich)
xix. Trizma hidroklorit (Tris HCI, Tris hydrochloride) (C4H11NO3*HCI) (Sigma-
aldrich)
xX. Trizma base (Tris (Hidroksimetil) Aminometan) (C4H1:NO3) (Sigma- aldrich)
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xxi. Asetik asit (CH;COOH) (Sigma- aldrich)
xxii.  Sodyum asetat (CH;COONa) (Sigma- aldrich)
xxiii. Borik asit (H3BO3) (Sigma- aldrich)
xxiv. Kromotografi Kolonu, Filitreli (200 mm-Cap.10 mm) (isolab)
xxv. Dializ kesesi (Sigma- aldrich)
XXVi. Sogutmali santrifiij cihazi (Awel MF 48-R)
xxvii. pH metre (Hanna pH-2221)
xxviii. UV-Vis spektrofotometre (Perkin EImer Lambda 25)
xXix. Hassas Terazi (Ohaus)

2.1.2. Orneklerin Homojenizasyonu

T. nummularius’den homojenat hazirlamak i¢in Malgorzata vd., (2005) tarafindan
onerilen yontem kullanilmigtir. 10 g T. nummularius, 0.1 mM EDTA, 2 mM
Dithiothreitol, 1.25 mM PEG-4000 ve 0.25 g seyreltilmis PVP eklenerek, 25 mL, pH’1
7.0 olan 50 mM fosfat tamponun da karistirilmistir. Ardindan santrifiij tiipleri igerisine
koyularak 12,000 rpm’de 0 °C’de 20 dakika santrifiijlenmis ve meydana gelen

stipernatant filtre kagidan siiziilerek ham homojenat elde edilmistir.

2.1.3. Molar Ekstinksiyon Katsayis1 Tayini

Katalaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in H,O,’nin molar ekstinksiyon
katsayist kullanilmigtir. Bunun i¢in H,O,’nin belirli konsantrasyonlarda hazirlanan
¢ozeltilerinin 240 nm’deki absorbans degerleri okunmus ve belirlenen degerlerin grafik

egiminden molar ekstinksiyon katsayis1 hesaplanmistir (Seriner, 2010).

2.1.4. Sigma Yontemine Gore Aktivite Tayini

Katalaz etkinligi Aebi vd., (1974) tarafindan Onerilen, Lartillot vd., (1988)
tarafindan gelistirilen metota gore uygulanmistir. Molar ekstinksiyon katsayis1 H,O;
icin 0.0382 cm? pmol™ bulunmustur. Substrat olarak pH 7.0 olan 50 mM fosfat tamponu
icinde 10 mM H,0; ¢ozeltisinden ve katalaz enzimi ihtiva eden Oziitler kullanilmistir.

Kor i¢in 2.5 mL tampon ile 0.5 mL 1 M HCI ihtiva eden ¢ozelti kullanilmistir.
(Seriner, 2010). 20 pL calisilacak enzim ¢ozeltisi igerisine 2.5 mL substrat ¢ozeltisi
ilave edilmis ve 2 dakika boyunca 37 °C sicaklikta bekletilmistir. Reaksiyonu
durdurmak i¢in 0.5 mL 1 M HCI ¢ozeltisi eklenmis ve 240 nm’de absorbansi (Ar)

Olclilmiistiir.
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H,0,’nin baslangi¢ absorbansini (As) tespit etmek tizere; 2.5 mL substrat, 0.5 mL
1 M HCI igeren ¢ozeltinin absorbansi Ol¢lilmiistiir. Proteinin yol acacagi absorbansi
(At) tespit etmek igin; 2.5 mL tampon, 20 pL enzim ¢6zeltisi ve 0.5 mL 1 M HCI’den
olusan ¢ozeltinin absorbansi dl¢iilmiistiir. Enzimatik etkinin sebep oldugu absorbans

farklilasmasi (A), asagida verilen formiil ile hesaplanmuistir.

A= (As+ At) - Ar

Enzim aktivitesinin 1UmL™ cinsinden hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullantlmistir.

A.Vt
t. Ve

Aktivite =
€

V. = Toplam reaksiyon hacmi (mL)

V. = Kullanilan enzim ¢ozeltisinin hacmi (mL)

& = H,02’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0.0382 cm? pmol™)

t = Reaksiyon zamani (dakika)

Bu calismada her bir 6rnekteki protein miktari belirlenerek aktivite umol H,O, mg
prot.* dk® olarak hesaplanmistir. Enzimin aktivitesi spektrofotometrik ydntemi

kullanilarak 240 nm absorbansda 6l¢tilmistiir. (Havir ve Mchale, 1987).

2.1.5. Protein Tayini

Protein tespiti icin Lowry vd., (1951) 6nerdigi metot kullanilmistir. Icerikleri
asagida aciklanan A, B ve C olmak tizere ii¢ ¢ozelti hazirlanmustir.

1) Cozelti A: 4 g NaOH, 20 g Nap,COj saf suda ¢oziilerek hacmi 1 L’ye
tamamlanmustir.

2) Cozelti B: %]1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde 0.5 g CuSO4.5H,0 ¢oziilerek
hacmi ayni ¢ozelti kullanilarak 100 mL’ye tamamlanmustir.

3) Cozelti C: 1 mL B ¢ozeltisi ile 50 mL A ¢ozeltisi ile karistirilarak
hazirlanmistir (Kullanilacagi zaman taze hazirlanmistir).

4) Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi: Folin-Ciocalteu’nun hazir stok ¢ozeltisi ve distile su
kullanilarak 1/2 oraninda sulandirilarak hazirlanmistir.

5) Standart protein ¢ozeltisi: 1 mg sigir albiimini, 1 mL ¢6zeltide hazirlanmustir.

6) Standart protein egrisinin ¢izimi: Sekiz adet cam tiip alinarak sira ile 0, 50, 100,
125, 250, 500, 750 ve 1000 puL standart sigir albiimin ¢ozeltisi koyulmustur. Daha sonra
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her tiipiin hacmi 1 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanis ve lizerine 5 mL C ¢ozeltisi
eklenmistir. 10 dakika boyunca oda 1sisinda bekletilmis ve tiiplere 0.5 mL, 1/1 oraninda
seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra 30 dakika oda isinda
bekletilmis ve tiiplerdeki ¢6zelti kore kars1 750 nm absorbansda ol¢iilmiistiir. Belirlenen
degerlerin konstrasyona karsi grafigi c¢izilmistir. Numunelerin protein muhtevalari

standart protein egrisine gore analiz edilmistir.

2.1.6. Katalaz Enzimi I¢in (NH,),SO,4 Coktiirmesi

T. nummularius’den elde edilen siipernatantlara sira ile %10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 araliklarinda amonyum siilfat ((NH;).SO,)  ¢oktiirmesi yapilmistir.
(NH4)2SO4 ¢oktiirmesi esnasinda siipernatanta, kati (NH4),SO,4 agir agir eklenmistir.
(NH;)2SO4’ tin ¢ozelti igerisinde ¢oziinmesinin ardindan 1 saat boyunca bekletildi ve
12,000 rpm’de 0 °C’de 20 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Tiim asamalarda ¢okelek
ve stipernatantlarin aktivitelerine bakilmistir. Katalaz enziminin etkin ¢alistig1 araliklar

belirlenmistir.

2.1.7. (NH4),SO,4 Coktiirmesi Sonrasi Dializ Uygulamasi

Elde edilen homojenatlardan (NH4)>SO,4’1 ayirmak i¢in dializ kesesine (Sigma D—
9527) {genisligi 43 mm (1.711), ¢ap1 27 mm (1.11)} homojenatlar konulmustur. Soguk
ortamda, 0.01 M pH 7.0 sodyum fosfat tamponu ve ¢ozelti kisa araliklarla karistirilarak
degistirilmek suretiyle, ¢ozelti igerisindeki siilfat iyonu bitinceye kadar dializ islemi
uygulanmistir. Dializ asamasindan sonra c¢ozeltide, dializ kesesi isleminde olusan
¢okelegi ayirmak i¢in, 0 °C sicaklikta 12,000 rpm’de, 30 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Ust kisimda olusan berrak ¢dzelti almarak %70’lik amonyum siilfat

kesiti olarak adlandirilmistir.

2.1.8. Proteinlerin PD-10 Kolonuna (Sephadex G-25M iceren) Uygulanmasi

Icerisinde CAT enzimi bulunan 1.5 mL ekstrakt Sephadex G-25M jeli iceren
kolondan gegirilmistir. Numunelerin kolon igerisinden ge¢irilmesi pH’1 8.0 olan 50 mM
Tris-HCI tamponu kullamlarak yapilmistir. Ornek protein 1.5 mL boyutlu tiiplere

alinmis ve protein miktar1 ile enzim aktiviteleri tespit edilmistir.

2.1.9. pH’1n Katalaz Enzimi Uzerine Etkisi
CAT enziminin optimum pH’nin belirlenmesinde pH 5.0 ile pH 9.5 araliginda

hazirlanan tampon ¢ozeltiler kullanilmastir.
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pH 5.5 degerinde kullanilmak {izere asetat tamponu, pH 6.0 degerinde
kullanilmak tizere sitrat tamponu, pH 6.5 ile pH 8.5 araligindaki degerlerde kullanilmak
tizere fosfat tamponu, pH 9.5’de kullanilmak iizere borat tamponundan yararlanilmistir.
Hazirlanan pH’lardaki tampon c¢ozeltiler igin enzimin etkinligi spektrofotometrik

yontem kullanilarak tespit edilmistir.

2.1.10. Sicakhgin Katalaz Enzimi Uzerine Etkisi

CAT enzimi tizerinde sicakhigin etkisi arastirilirken H,O, substrat olarak
kullanilmistir. Enziminin yiiksek etkinlik gosterdigi pH’da ve 20 ile 60 °C sicaklik
araliginda arastirma yapilmistir. Aktivite ol¢iimii Aebi vd., (1974) tarafindan ortaya
koyulan, Lartillot vd., (1988) tarafindan ilerletilen yontem kullanilarak yapilmistir.
H,0, i¢in hesaplanan molar ekstinksiyon katsayisi degeri 0.0382 cm? umol™ dir. pH’1
8.0 olan, 50 mM fosfat tamponu kullanilmustir.

Olgiimlerde kor yerine 2.5 mL tamponla birlikte 0.5 mL, 1 M HCI’den olusan
¢ozelti kullanilmigtir. H,O;’ nin ilk bastaki absorbansini (As) tespit etmek tizere; 0,5 mL,
1 M HCI ve 2.5 mL substrat ihtiva eden ¢6zeltinin 240 nm’deki absorbansi tespit
edilmistir. Proteinden kaynaklanan absorbansi (A;) tespit etmek i¢in; 20 pL enzim
¢ozeltisi, 2.5 mL tampon ve 0.5 mL 1 M HCI’den olusan ¢6zeltinin absorbansi
Olctilmistiir. 20 pL calisma i¢in kullanilacak enzim c¢ozeltisi (A,) igerisine 2.5 mL
substrat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra 25 °C sicaklikta 2 dakika bekletilmistir.
Tepkimeyi durdurmak iizere ¢ozeltinin igerisine 0.5 mL, 1 M HCI ¢6zeltisi eklenmistir.

Caligmada tiim 6rnekler i¢in protein miktari tespit edilerek aktivite pmol H,O, mg
dk? prot.? olarak hesaplanmistir. Katalaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik

yontem kulllanilarak 240 nm absorbansda dl¢iilmiistiir.

2.1.11. Katalaz Enziminin Termal Kararhhgmmin Belirlenmesi
CAT enzimi i¢eren numunelerinin etkinliginin en yiiksek oldugu sicaklikta, 25 ve
40 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmis ve sonra diizenli sekilde (baslama, 1, 3,5, 12

ve 24 saat) etkinlikleri tespit edilmistir.
2.1.12. Katalaz Enziminin Depolama Kararhihginin Belirlenmesi

CAT enzimi igeren numunelerinin ilk aktiviteleri tespit edilmis ve sonra 4 °C’de

ve oda 1s1sinda kapali tiiplerde bekletilip diizenli araliklarla aktivitelerine bakilmistir.
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2.1.13. Katalaz Enzimin Vpax Ve Ky Degerlerinin Bulunmasi
CAT enzimi igeren numunelerin tespit edilen optimum sartlarda ve degisik H,O,
derisimlerindeki (5-10-15-20-25-30-35-40 mM) aktiviteleri belirlenmistir. Sonrasinda
1/V ile 1/[S] degerleri de belirlenerek H,O, substrati i¢in Lineweaver—Burk grafigi
cizilmis ve ¢izilen grafik sonucunda olusan denklemden faydalanarak Vy.x ve Ky

degerleri hesaplanmustir.

2.1.14. Katalaz Enziminin Molekiil Agirhiginin Belirlenmesi
Hizmet alim1 ydntemiyle ODTU, Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Ar-GE
merkezinde saflagtirllan CAT enziminin molekiil agirligi SDS-PAGE elektroforezi

yontemiyle belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Enzim Homojenizasyonundan Elde Edilen Bulgular

10 g T. nummularius, 0.25 g seyreltilmis PVP, 2 mM Dithiothreitol, 0.1 mM
EDTA ve 1.25 mM PEG-4000 eklenerek, pH 7.0 25 mL 50 mM fosfat tamponu
homojen sekilde karistirilmistir. Ardindan tiiplere koyularak 0 °C’de 12,000 rpm’de 20
dakika boyunca santrifiij yapilmis ve meydana gelen siipernatant filtre kagidi yardimiyla
stiziilerek ham homojenat elde edilmistir. Elde edilen siipernatantin aktivitesine
bakilmis ve silipernatantta toplam protein miktar1 6.150 mg/mL ve toplam spesifik

aktivite 161.50 U/mg prot. olarak tespit edilmistir.

3.2. (NH,),SO,4 Coktiirmesi Sonunda Elde Edilen Bulgular

T. nummularius’den olusturulan Kkatalaz enzim homojenatlarinda %10-90’lik
(NH4)2SO4 kullanilarak ¢oktiirme islemi yapilir. Her seferinde (NHg),SO4 agir agir
ilave edilerek timii ¢ozdiiriilmiistiir. Bir miiddet kararliga erismesi i¢in soguk ortamda

bekletilmistir.

Numuneler 12,000 rpm’de 25 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Meydana gelen
tim siipernatantlarin aktivitelerine bakilmis ve protein tayinleride yapilmistir. Tuzla
¢oktiirme islemi yapildiktan sonra en yiiksek enzim aktivitesi %70’lik (NHy)>SO,4’de
gorlilmiistiir. Protein tayini sonucunda; toplam proteinin 2.350 mg/mL bulunmustur.

Toplam spesifik aktivitenin 236.73 U/mg prot. oldugu tespit edilmistir.

3.3. Dializ Kesesi Uygulamasi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Elde edilen %70’lik (NH;)2SO4’lu 6rneklerden (NH;),SO,’ii arindirmak ig¢in
dializ kesesi igerisine (Sigma D-9527 {genisligi 43 mm (1,7u1), ¢ap1 27 mm (1,111)}
konulmustur. Sogutucuda pH 7.0, 0.01 M sodyum fosfat tamponu kullanilan ¢ozelti kisa
araliklar ile degistirilmis ve karistirtlmak suretiyle, ¢ozeltideki siilfat iyonu bitine dek
dializ islemi siirdiiriilmiistiir. Dializ islemi bitiminde ¢6zelti icerisinden, olusan ¢okelegi
uzaklagtirmak icin 0 °C sicaklikta 12,000 rpm’de, 30 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Ust yiizeydeki saydam ¢ozelti alimmis ve %70’lik amonyum siilfat kesiti seklinde

adlandirilmistir.
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3.4. Kolon Uygulamasi Sonunda Elde Edilen Bulgular

Sephadex G-25M igeren PD-10 kolonundan amonyum siilfat ¢oktiirmesini
bitiminde, 1mL ¢ozelti gegirilmistir. Numunenin kolon ¢ikis1 toplanmasida pH 8.0, 50
mM Tris-HCI tamponundan yararlanilmistir. PD-10 kolonunundan gegirilerek tuzunu
ayristirdigimiz eluatlar1 1.5’er mL hacimler halinde toplayarak enzim aktivitesi tayini
yapilmistir. Uygulama sonrasinda toplanan veriler Tablo 2’de gosterilmistir. Aktivitesi
en yiiksek olan 8 adet tiipteki (6-7-8-9-10-11-12-13) eluatlar birlestirilerek diger

asamalarda kullanilmak {izere buzdolabinda saklanmuistir.

Tablo 2. Kolon sonrasi numunelerin 280 nm’deki absorbans ve aktivite degerleri.

Tiip No 280 nm’deki Absorbans 240 nm'deki Aktivite
Degerleri (U/mL)
1 0.000 0.000
2 0.000 0.000
3 0.029 3.974
4 0.058 3.974
5 0.071 5.961
6 0.683 35.763
7 0.799 39.737
8 0.804 43.710
9 0.815 45.697
10 0.824 47.684
11 0.829 49.671
12 0.864 53.645
13 0.928 61.592
14 0.580 25.829
15 0.332 17.882
16 0.224 13.908
17 0.151 9.934
18 0.106 7.947
19 0.091 5.961
20 0.071 5.961

Tablo 3. T.nummularius katalazi i¢in saflastirma sonuglari.

Spesifik
Saflastirma Corotein ;Optla.m Aktivite Z%)lartn Abt/lvne Verim  Saflastirma
Basamagi T (mg/mL) rotein (U/mL) vite (U/mg (%) Orani
(mg) L) prot.)
Ham katalaz
ekstrati 25 0.246 6.150 39.73 993.25 161.50 100 1
%70
Amonyum 10 0.235 2.350 55.63 556.32  236.73 56.01 1.47
stilfat
¢oktiirmesi
PD-10 Kolonu
sonrast 3 0.052 0.156 65.57 196.71 1260.96 19.80 7.81
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Sekil 9. Sephadex G 25M igeren kolondan alinan numunelerin 280 nm’deki absorbans
ve aktivite degerleri.

3.5. Molar Ekstinksiyon Katsayis1 Tayini Sonunda Elde Edilen Bulgular

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde H,0O,’nin molar ekstinksiyon katsayisi
kullanilmistir. Bunun i¢in H,O; kullanilarak farkli derisimlerde ¢ozeltiler olusturularak
240 nm’de absorbanslar1 belirlenmis, elde edilen sonuglar Tablo 4’de gdosterilmis ve
sematik olarak Sekil 10’da belirtilmistir. Dolasiyla 240 nm’de H;O; i¢in molar

ekstinksiyon katsayisinin degeri 0.0382 cm? umol™ oldugu belirlenmistir.

Tablo 4. H,O,’in farkli derisimlerde ve 240 nm’de 6lgiilen absorbans degerleri.

H,O, (mM)  Absorbans

1 0.044
2 0.078
3 0.117
6 0.225
9 0.355
12 0.469
15 0.585
18 0.708
21 0.81
24 0.893
27 0.995
30 1.17
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Sekil 10. H,02’nin 240 nm’deki standart grafigi.

Enzimin aktivitesini hesaplarken; CAT enziminin miktarin1 belirlemede protein
tayini kullanilmistir. Elde edilen verilerin yorumlanabilmesi igin Standart olaraka sigir
serum albumininden yararlanilarak standart protein egrisi olusturulmustur. Bulunan

veriler Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Standart protein grafigi i¢in elde edilen bulgular.

Konsantrasyon (mg/mL) Absorbans

0.0075 0.019
0.015 0.039
0.01875 0.052
0.0375 0.102
0.075 0.189
0.1125 0.255
0.15 0.341
0,400 -
0,350 -
0,300 -
] y = 2,3246x
g 020 R? = 0,993
2 0,200 -
5 *
8 0,150 -
<
0,100 ~ *
0,050 -
0,000 . . . .
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 11. Standart protein egrisi grafigi.
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3.6. pH’1n Katalaz Enzimi Uzerine Etkisi Ile ilgili Bulgular

Kolon isleminden sonra elde edilenlen numunelerde maksimum aktiviteye sahip
eluatlardan yararlanilarak yapilan denemede katalaz enziminin etkinliginin maksimum
oldugu pH’1 tespit etmek iizere; pH 5.0 ile 9.5 araliklarinda degisen tampon ¢ozeltiler
ile denemeler yapilmistir. pH 5.5 kullanilmasi amaciyla asetat tamponundan, pH 6.0
kullanilmast amaciyla sitrat tamponundan, pH 6.5’ten 8.5’e olan aralikta kullanilmasi
amactyla fosfat tamponundan, pH 9.5 kullanilmasi amaciyla borat tamponundan
yararlanilarak 25 °C sicakliginda gerceklestirilen pH belirleme c¢alismasi sonunda en

ideal pH 8.0 oldugu tespit edilmistir. Bulunan veriler Sekil 12’de gosterilmistir.
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Sekil 12. Farkli pH’larda 6l¢iilen bagil aktivite degerleri.

3.7. Sicakhigin Katalaz Enzimi Uzerine Etkisi fle Tlgili Bulgular

Sicakligin T. nummularius katalazi tizerine olan etkisini gozlemlemek igin 20 ile
60 °C araligindaki en uygun sartlarda sicaklikla ilgili denemeler yapilmistir. Yapilan
caligmalar tizerine T.nummularius katalazi igin tespit edilen ideal sicaklik degeri 25
°C’dwr. Farkli araliklarda yapilan ¢alismalarda 20 °C sicaklikta enzim %48 etkinlik
gostermisken 60 °C sicaklikta enzim yalnizca %34 etkinlik gostermistir. Caligsmalar

sonucunda toplanan veriler Sekil 13°de gosterilmistir.
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Sekil 13. Farkli sicakliklarda dlgiilen bagil aktivite degerleri.

3.8. Termal Kararhlik ile Ilgili Bulgular

T. nummularius’den elde edilen katalaz enzimi 25 ve 40 °C sicakliklarinda, 1, 2,
5 12 ve 24 saat bekletilip enzimin aktivitelerine bakilmis % bagil aktiviteleri
Olc¢lilmiistiir. Enzimin aktivitesi 24 saatin sonunda 40 °C sicaklikta aktivitesinin %19°nu
korurken 25 °C sicaklikta aktivitesinin %40’ 11 korudugu goriilmistiir. Bulunan veriler

Sekil 14’de gosterilmistir.
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Sekil 14. Bagil aktivitenin siire ile degisimi.
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3.9. Depolama Kararhhg ile ilgili Bulgular

T. nummularius’den elde edilen katalaz enzimlerinin aktivite tayininde
enzimlerin kararliligini tespit edebilmek icin PD-10 kolonu uygulamasi ardindan
yapilan islemler i¢in maksimum aktiviteye sahip Ornekler kullanilmistir. 15. giinlin
sonunda enzimin baslangi¢c aktivitesinin %6’simn1 korudugu belirlenmistir. 4 °C
sicaklikta yapilan ¢aligmalar sonrasinda bulunan sonuglar Sekil 15’de grafiksel olarak

gosterilmistir.
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Sekil 15. DEAE-seliiloz kromatografisi sonucu maksimum aktivite gésteren ornek i¢in
farkli zamanlarda 6l¢tilen spesifik aktivite degerleri.

3.10. Kinetik Parametreleri ile lgili Bulgular

Enzimin caligmasi i¢in en iyi pH ve en iyi sicaklik kullanilarak (8.0 ve 25 °C)
degisik H,O, derigimlerinde (5-10-15-20-30-35-40 mM) belirlenen aktiviteler icin
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis (Sekil 16) ve kinetik degiskenleri saptanmistir. K, ve
Vmax degerleri 38.151 mM ve 303.03 U/mg prot. olarak tespit edilmistir.
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Sekil 16. Lineweaver-Burk grafigi.

3.11. Katalaz Enziminin Molekiil Agirhig Ile Ilgili Bulgular
T. nummularius’den elde edilen katalaz enziminin SDS-PAGE islemi sonucunda

yaklasik degerinin 42 ile 52 kDa arasinda oldugu goriilmdstiir (Sekil 17).

Sekil 17. SDS-PAGE goriintiisti.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli kaynaklardan enzim saflagtirmak
icin, farklt metotlar kullanilmaktadir. Kullanilan metotlara gore de saflastirma oranlari
da farklilik gostermektedir. Calismamiz kapsaminda Thymus nummularius’den (Yayla
Kekigi) elde edilen katalaz enzimi 7.81 kat saflagtirilmistir. Daha Once yapilan
calismalarda ise, maydanozdan (Petroselinum hortense) saflastirilan katalaz enzimi 5.83
kat (Oztiirk vd., 2007); hiyardan (Cucimus sativus) 14.72 kat (Seriner, 2010); asotu
bitkisinin yapraklarindan (Coriandrum sativum) 64.06 kat (Demir, 2006); findik
mantarindan (Lactarius pyragalus) 29.44 kat olarak katalaz enziminin saflastirildigi
bildirilmistir (Ahiskali, 2017).

Calismamizda Thymus nummularius’den saflastirrllan CAT enziminin toplam
spesifik aktivitesi 1260.96 U/mg prot. olarak tespit edilmistir. Literatiirlerde spesifik
aktivite degerleri i¢in yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde; cesitli aktivite degerleri
bulunmustur. Keten tohumundan (Linum usitatissimum) saflastirilarak elde edilen
katalaz enzimi i¢in spesifik aktivite degerinin 15.94 U/mg olarak rapor etmistir
(Bozdemir, 2007). Asotu (Coriandrum sativum) bitkisinin yapraklarindan yapilan
saflastirma islemi sonunda elde edilen katalazin, spesifik aktivite degerinin 89.68
EU/mg protein oldugu tespit edilmistir (Demir, 2006). Findik mantarindan (Lactarius
pyragalus) yapilan saflastirmada katalazin spesifik aktivite degerinin 1696 U/mg
protein oldugu tespit edilmistir (Ahiskali, 2017).

Calismamizda Thymus nummularius’den saflastirilarak elde edilen CAT
enziminin optimum pH’1nin 8.0 oldugu tespit edilmistir. Literatiirlerde optimum pH i¢in
yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde; Roka (Eruca sativa) bitkisinden yapilan
saflagtirma igleminde katalazin optimum pH’1 7.0-10.0 araliginda (Dinger, 2000);
Karalahanadan (Brassica oleracea L. var. Acephala) yapilan saflastirma isleminde ise
katalazin pH’1 7.8 (Koksal, 2003); Maydanoz (Petroselinum hortense) bitkisi
kullanilarak yapilan saflastirmada katalazm pH’1 7.0 (Oztiirk vd., 2007); Pirasa (Allium
porrum L.) ve Nane (Menta spicata) bitkileri kullanilarak yapilan saflagtirmalarda ise
katalazin pH degeri sirasiyla 7.5 ve 6.0 (Sondas, 2005); Van elmasindan (Golden
delicious) yapilan saflastirmada katalazin pH 5.0 (Yorik vd., 2006); Kabak
cekirdeginden (Cucurbita moschata) yapilan saflagtirmada katalazin pH 7.0 (Kara,
2008); Findik mantarindan (Lactarius pyragalus) yapilan saflastirmada katalaz
enziminin etkinliginin pH 8.0 oldugu tespit edilmistir (Ahiskali, 2017).



Calismamizda Thymus nummularius’den saflastirilan CAT enziminin optimum
sicakliginin 25 °C oldugu belirlenmistir. Literatiirlerde optimum sicaklik i¢in yapilan
calismalar degerlendirildiginde; Cevizden (Juglans regia) saflastirilan katalaz enziminin
optimum sicakliginin 25 °C (Akar, 2015); rokadan (Eruca sativa) yapilan kismi
saflagtirmadan elde edilen katalaz enziminin optimum sicaklifinin 30 °C (Dinger,
2000); karalahanadan (Brassica oleracea L. var. acephala) yapilan saflastirmadan elde
edilen katalaz enziminin optimum sicakligi 25 °C (Ko6ksal, 2003); Van elmasindan
(Golden delicious) yapilan saflastirmada eclde edilen katalaz enziminin optimum
sicakligi 50 °C (Yorik vd., 2006); maydanozdan (Petroselinum hortense) yapilan
saflagtirmada elde edilen katalaz enziminin sicakliginin ise 35 °C oldugu tespit
edilmistir (Oztiirk vd., 2007).

CAT enzimi i¢in tespit edilen en uygun pH ve en uygun sicaklik i¢in Lineweaver-
Burk grafigi ¢izilmis ve kinetik degiskenler belirlenmistir. Thymus nummularius’den
yapilan saflagtirma islemi ile sonucunda erisilen CAT enzimi i¢in K, degerinin 38.151
MM ve Vpax degerinin ise 303.03 U/mg prot. oldugu belirlenmistir. Literatiirlerde
Kinetik parametreler i¢in yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde; Findik mantarindan
(Lactarius pyragalus) yapilan saflagtirnmada katalaz enzimi i¢in Kn, degeri 0.310 mM;
Vmax degeri ise 62.112 U/mg oldugu gorilmiistiir (Ahiskali, 2017). Pirasa (Allium
porrum L.) ve Nane (Menta spicata) bitkileri kullnilarak yapilan saflagtirmada nane
bulunan katalaz i¢in, Vmax degeri olarak 108.69 EU/mL ve K, degeri olarak 1.175 Mm
tespit edilmistir. Pirasa’da bulunan katalaz i¢cin Vmax degeri 50 EU/mL ve Ky, degeri
1.172 oldugu tespit edilmistir (Sondas, 2005). Kabak ¢ekirdegi (Cucurbita moschata)
kullanilarak yapilan saflagtirmada elde edilen katalazin K, degeri 0.00209 M, Viax
degeri ise 58.139 EU/mL seklinde raporlanmistir (Kara, 2008).

Calismamizda Thymus nummularius’den CAT enzimi ilk defa saflastirilmis ve
bazi kinetik 6zellikleri arastirilmistir. Elde etmis oldugumuz sonuclari 6zetlersek;

Ham CAT ekstraktindan santrifiij sonucu elde edilen siipernatant {izerinde yapilan
protein tayininde toplam protein miktar1 6.150 mg/mL, toplam spesifik aktivite degeri
161.50 U/mg prot. oldugu tespit edilmistir. (NH4)2SO4 kullanilarak yapilan ¢oktiirme
islemlerinde en yliksek aktiviteye %70’lik tuz derisiminde sagladigr gorilmiistiir.
Yapilan protein tayinin sonunda toplam protein miktari 2.350 mg/mL, toplam spesifik
aktivite degeri 236.73 U/mg prot. oldugu tespit edilmistir.

PD-10 kolon kromatografisi (Sephadex G-25M igeren) yontemi kullanilarak
yapilan saflagtirmada toplanan 6rnekler birlestirilmis ve protein tayini yapilarak toplam

protein miktart 0.156 mg/mL, toplam spesifik aktivite degeri 1260.96 U/mg prot.
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oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalar neticesinde CAT enzimi 7.81 Kkat
saflastirilmistir. Calismada optimum sicaklik ve pH belirlemesi sonucunda enzimin
optimum pH degerinin 8.0; optimum sicaklik degerinin 25 °C oldugu tespit edilmistir.
Saflastirma sonrasi katalaz enziminin termal kararliliklar1 mukayese edildiginde; 40 °C
sicaklikta 24 saat bitiminde katalaz aktivitesinin %18.99’unu muhafaza ettigi
belirlenirken, 25 °C’de ise enzim aktivitesinin %40.51’ini muhafaza ettigi tespit
edilmistir. Saflagtirilan katalaz enziminin depolama kararligina 4 °C’de bakilmis ve 15
giin sonunda enzimin aktivitesini %5.96’sin1 muhafaza ettigi gorilmistir. CAT
enziminin saflastirma islemi sonunda kinetik parametrelerinden K, degerinin 38.151
MM oldugu ve Vpax degerinin ise 303.03 U/mg prot. oldugu tespit edilmistir. SDS-
PAGE elektroforezi islemi neticesinde saflagtirilan CAT enzimin molekiil agirliginin 42
ile 52 kDa arasinda oldugu bulunmustur.

Sonug olarak kardiyovaskiiler, inflamatuar, kanser ve norodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojisinde serbest radikaller 6nemli bir rol oynar. Antioksidanlar, serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek doku hasarini azaltir. Hiicrelerin temel savunma
sistemleri, oksidatif hasarin neden oldugu hastaliklara karsi savagmak i¢in GPx, SOD ve
CAT enzimleri tarafindan olusturulmustur. Bu ylizden CAT enzimi tibbi ve

biyoteknolojik agidan 6nem arz etmektedir.

ONERILER

Biyoteknolojideki gelismelerle ile kimya alanindaki gelismeler birlestirilerek
calisma daha hizli ve kullanigh proseslerle yapilabilir.

Katalaz enzimi baska kaynaklardan da saflastirilabilir.

Katalaz enziminin daha verimli ve ucuz kullanilabilmesi i¢in farkli opsiyonlar
lizerine arastirma yapilabilir.

Tip, tarim ve endiistriyel alanlarda genis uygulamalar1 olan katalaz enziminin

tekrar kullanilabilmesi i¢in ¢esitli desteklere immobilizasyonu arastirilabilir.
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