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OZET

Anahtar kelimeler: Kabak c¢ekirdgi, Cucurbita maxima, Cucurbita moscahata,
antioksidant enzimler, katalaz, antioksidan sisterhidrojen peroksit

Katalaz (Hidrojen Peroksit Oksirediktaz, E.C: 111d), hidrojen peroksitin suya
donismesini sglar ve prostetik grup olarak hem grubu icerir. Agrkatalaz omurgall
ve omurgasiz hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorgamailarda mevcut olup yiksek bir
turnover sayisina (4x 1) sahiptir. Katalaz énemli bir antioksidan savunsisiemi
bileseni olup, hidrojen peroksitin suya dekornposizyarketalizler.

Bu calsmada katalaz enzimi Sakarya’da gtetien iki farkli kabak c¢ekirdginden(Cucurbita
maxima ve Cucurbita moschatsflgtinlarak kinetik 6zellikleri incelenrsiir. Oncelikle
enzim homojenati uygun tampon c¢ozeltileri kullamieelde edilimi ve ardindan amonyum
sulfat ¢okttirmesi ve diyaliglemleri uygulanmtir.

Diyalizden elde edilen protein sephadex G-100 kokmmotogrofisi kullanilarak
saflgtinimistir. Enzimin molekul girligini belilemek amaciyla SDS-PAGE elektroforez
uygulanmgtir. Kabak cekirdeklerinden elde edilen katalazirelezi icin hidrojen peroksit
substrati kullanilarak 240 nm’de UV-Vis spektrofogdre cihazinda absorbans azalmasinin
takibi ile K, ve Vinaxdezerleri elde edilnsitir. Cucurbita maximacin K= 17,68 mM, Vax

= 81,300 EU / mLCucurbita moschatiin Ky, = 20,029 mM, Wax= 58,139 EU / mL
olarak hesaplangtir. Enzim icin optimum pH, optimum sicaklikgleri sirasiyla 6,8-
7,0 ve 25 °C olarak bulunrgtur. Enzimlerin molekul @rliklarn elektroforez kullanilarak
hesaplannstir. Her iki kabak cekirdg katalazi icin 60 kDa ile 8 kDa arasinda ¢ bant
gozlemlenmtir. Ayrica siyanur ve azid gibi hem inhibitorlannenzim aktivitesini inhibe
ettigi tespit edilmg ve inhibitorlerin K dezerleri hesaplanrstir. Her iki ¢ekirdek icinde azit
KI=0,66+ 0,04 ; siyanur Kl =2,42 0,01 olarak hesaplantm.



CAHARACTERIZATION OF CATALASE FROM TWO
DIFFERENT CUCURBITA SEEDS (Cucurbita maxima and
moschata) GROWN IN SAKARYA

SUMMARY

Key words: Catalase, antioxidant activitCucurbita maxima, Cucurbita moscahata,
hydrogen peroxide , antioxidant system.

Catalase (Hydrojen Peroxide Oxidoreductase, E.Q1.1.6), converts hydrogen
peroxide to water and contains heme as prostetbigpg. In addition, catalase exist, in
vertebrates, in vertebrates animals, plants anmaonganisms with a high turnover number
(4x 10 s1). Catalase is a major primary antioxidant defeaseponent that primarily works
to catalase the decomposition of Hydrogen Perdrideter.

In this study, catalase was purified from cucursgadsQucurbita maxima and Cucurbita
moschatajpnd some kinetic properties were studied. Theigatidn was performed at three
steps: Preparation of homogenate , ammonium selfifaationation and after dialysis, the
enzymes were applied to G-100 sephadex column eftwgraphy system. SDS - PAGE
electrophoresis was applied for the determinatfathe enzymes molecular weights. They
were found in three bands from 60 to 8 kDa in teet®phoresis for both seeds. Optimum
pH, optimum temperature of the enzymes were fanihe 6,8 — 7,0 and 25 °Cpland Vpax
values were calculate@ucurbita maxim&,=17,68 mM Vne,=81,300 EU/mL Cucurbita
moschataK;=20,029 mM, Wa=58,139 EU/mL. In addition to that, Heme catalase
inhibitors, such as azide and cyanide, inhibitedathzyme activity markedly and #alues
were calculated. F&@ucurbita maximandmoschataazide K= 0,66+ 0,04 ; cyanide K=
2,42+ 0,01.
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BOLUM 1. GIiRiS

Canli sistemlerde meydana gelen butun fizyolojilylar; enzim, hormon ve iz
elementleri gibi farkh ajanlar tarafindan yonetileoksidasyon ve indirgenme
reaksiyonlarinin kompleks kombinasyonlarini ice@anli sistemlerde bulunan redoks
dengesindeki herhangi bir g@geiklik, hicrelerin ve dolayisiyla dokularin
fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olur ve bu duramanla 6liimle sonuglanabilir. Farkli
oksidasyon reaksiyonlarini diizenleyen ve dokuldadal bir sekilde bulunan antioksidant
bilesikler, uzun 6mUrli determinantlarin potansiyel $mifi olarak dgerlendiriimektedir.
Antioksidant bilgiklerde veya antioksidant telafi (kompensator)esigerinde bulunan bazi
komponentlerin endojen sentezindeki herhangi bitergezlik, farkli hastaliklari
meydana getirebilir. Hucrelerde ¢ok sayida korumaavunma mekanizmalar bulunur.
Organizmalarin kendilerini oksijen metabolizmasiioiksik etkilerine kat korumalari icin
bu savunma mekanizmalari gereklidir. Bu bakimdamlbjik sistemlerde antioksidan
savunma mekanizmasinin gwalmasi ile ilgili calsmalar son zamanlarda buyuk bir 6nem
kazanmgtir. GUinumuzde en cok ataulan biyolojik proseslerden biri olan glanma
dahil, bircok hastagn oksidatif hasardan kaynaklagdispatlanmgtir (Hurst ve
ark.1997; Jornot ve ark.1998; Mills ve ark.1998).

Serbest radikaller hicre ici reaksiyonlara zararemeve toksik etki gdsteren
bilesenlerdir. Genellikle saldiri hedefleri somatik heler veya bgisiklik sistemidir.

Dis orbitallerinde bir veya daha fazlsslesmems elektron icerdikleri igin, bu
elektronlarini paylgabilmek icin dger molekuller ile hizli birsekilde reaksiyona
girerler (Hurst ve ark.1997; Jornot ve ark.1998tdAre ark.1998).

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin hentoteik maddelerin etkileri
sonucu yan uriin olarak ghbilirler (Cross, 1987). Oren radyasyon, sigara
dumani, ekzoz gazlari, deodorantlar, kimyasal miaddensektisit ve peptisit olarak

bilinen bocek olduruculer serbest radikal splonuna sebep olmaktadir (Hurst ve



ark.1997; Jornot ve ark.1998; Mills ve ark.1998)ellikle oksijen kokenli radikaller
insan hayatinda ¢ok ciddi sikintilagk# etmektedir. Canlilarda o$an ilk ve oksijen
kokenli olan temel radikal stperoksit radikalidsiiperoksit radikali; ¢ok iyi indirgen
ve zayif vyikseltgen o6zellik gostermektedir. Hilcteseaksiyonlar sonucu
mitokondri, kloroplast ve periksizomlarda hizl hbiekilde olymaktadir. Ayrica
indirgenmi geck metallerinin otooksidasyonu sonucu da superokadikalleri
olasabilmektedir.

Cu*? + O —— Clf+0, (1.1)

Yapisinda gesmemg elektron icermedh icin radikalik 6zellik tgimayan fakat canli

metabolizmasi i¢in oldukca zararli olan bigeli madde de hidrojen peroksit'tir.

O+ 2e +2 H . A (12)

Oy, +e +2H" — D, (1.3)

Hidrojen peroksit; demir, bakir gibi iyonlarin vghda hidroksil radikali olgumuna
sebep oldgu icin oksitleyici 6zellik taimakta oldgu bilinmektedir.

Fe*?+H,0, —> Fe™ +OH + OH (1.4)

Canli metabolizmasi igin son derece tehlikeli olan uyariimg su molekulinin

hemolitik yikimi ile olgan hidroksil radikali son derece reaktif bir raddia

2HO —* O* + e + HO (1.5)
Ya da dger bir deysle hidrojen peroksitin iki elektron indirgenmes gu olgur, tek
elektron indirgenmesi ile ise hidroksil radikaluglir (Hurst ve ark.1997; Jornot ve

ark.1998; Mills ve ark.1998).

Serbest radikaller hiicre zarinda bulunan proteipmcalayarak hiicre yapisina zarar

veren; hicre ggalmasini ve buyimesini @ayan niukleik asit'e (DNA'ya) etki edip



yapisini bozan bikgkler olduklari icin nétralize edilmeleri gerekmekiir. Reaktif
oksijen turlerinin olgumunu engellemek veya ghn radikallerin hicreye zarar
vermesini Onlemek amaci ile vicutta bircok savunsistemi (mekanizmasi)
gelismistir. Antioksidan tirlerine kar vicutta olgan bu savunma sistemlerine
antioksidan savunma sistemleri denilir (Ames ve. &@R93; Muftiglu, 2003).

Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olmakrézki ana gruba ayrilirlar.

Endojen kaynakli antioksidanlar

Enzimler: katalaz, dismutaz, glutatiyon peroksidaz

Enzim olmayanlar: albumin, E vitamini, B-karoten.vb

Eksojen kaynakli antioksidanlar: ksantin oksidahibitorleri, NADPH oksidaz
inhibitorleri (Akkus, 1995; Dindar ve Aslan 2000).

Tablo.1.1. Hiicre i¢i antioksidanlar (Akkul995; Diindar ve Aslan 2000)

Superoksit Dismutaz Superoksit radikalinin katalitik olarak
(Cu, Zn, Mn) uzaklatiriimasi
Katalaz H,0,'nin uzaklatiriimasinda

Glutatyon Peroksidaz |H>Oznin ve lipit hidroperoksitlerinin uzakgairiimasi

Tablo.1.2.Membran antioksidanlar (Akku 995; Dindar ve Aslan 2000).

Vitamin E Yagda erir, zincir kirici antioksidandir. Plazmadagoprotein
lipitlerini de korur.

B-Karoten Yagda erir, radikal temizleyicisidir. Singlet oksijemrtadar
kaldirr.
Koenzim-Q Temel rolu enerji metabolizmasindadir. Redikte ohda

antioksidan olarak gorev yapabilir.




En 6nemli antioksidan enzimler:

2. Organik peroksitleri detoksifiye eden glutatymroksidaz (GSH-Px)
3. Hidrojen peroksiti suya indirgeyen katalaz (CAlT) (Arosio ve ark. 2000).

Bu calsmanin amaci, Sakarya'da yetn iki farkli kabak c¢ekirdgnden (Cucurbita
maxima ve Cucurbita moschat&atalaz enziminin saf§irilmasi ve karakterize
edilmesidir. Bu amacla ©6nce CAT enzimi, Sakarya'dgetisen kabak
cekirdeklerinden elde edilgi daha sonra amonyum silfat ¢coktirmesi yontemiyle
cokturalen CAT enzimi, diyaliz edilerek kismen ssiflriimistir. Enzimin kinetik
Ozellikleri, optimum pH ve optimum sicagl] termal kararligl, inhibisyon

calismalari diyaliz sonucu elde edilen enzim ekstrd&tyapilmstir.

Daha sonraki saffarma gamalar ise jel filtrasyon kromatografisi ve polidg&mid
jel elektroforezi sodyum dodesil silfat (SDS-PAGIE) yapiimstir. Elde edilen
bulgular her iki farkli kabak cekirdekleri icin kaastiriimis ve sonuclar tablolar ve

sekiller halinde sunulmgiur.

Calismalarimiz suresince bitkilerin ygine ortamindan, hava gdlarindan ve toprak
iceriklerinden etkilenilec@ dustnulerek, tum analizler siresince tek seferde alina
kabak cekirdekleri kullanilngtir. Kabak c¢ekirdekleri - 20 °C derin dondurucuda
saklanmg ve ihtiya¢ duyulduk¢ca az miktarlarda enzim homajéari hazirlanarak

Olcimler yapilmgtir.

1.2. Kaynak Ozetleri

Lokman O. ve ark. (2005)Maydonazdan katalaz enzimini; Amonyum silfat
coktirmesi ve DEAE-Sephadex A-50 jelinin kullangidi iyon desisim
kromotografisi ile saflgirmislardir. Enzimin spesifik aktivitesi 1126 EU/mg,
optimum pH, stabil pH dgerleri 7 ve optimum sicaklik ise 35 °C saptagimi



Malgorzata M. ve ark. (2005), Dondurulgsoya fasulyesi filizlerindeki antioksidan
enzim aktivitelerini incelemlerdir. 1 °C ye sgutulmus filizlerdeki CAT ve SOD
aktivitelerinin 25 °C dekine gore agtigozlenmgtir.

Kailash P., (2004),Keten tohumundan izole edilen keten lignani dofigin
hipokolesterolemik ve antiarteriosklerozik etkisincelemstir. Bu ¢alsmada keten
tohumundan izole edilen enzim homojenatinda katatezminin kinetik aktiviteleri

incelenms ve katalaz enziminin davrafari rapor edilmitir.

Liangquan S. ve ark. (2004Bu calsmada, Cu, Zn-Siperoksit dismutaz (I ve 1ll)
tutun yapraklarindan (Nicotiana Tobacum) Amonyunifasii etanol-kloroform ve
aseton ve DEAE - 52, Sephadex G - 75 kolon kronrafey yardimiyla
saflsstiriimistir. Cu, Zn - SOD III' Un bazi o6zellikleri belirlenistir. Katalazin
molekiler &irhgl 22,976 kDa olarak tayin edilgtir.

Jacques R.Vanfleteren, (1992plik kurdu (Caenorhabditis Elegafsdokusundan
Cu, Zn-Superoksit Dismutaz enzimini saflanislardir. Enzim aktivitesi 2660 U/mg
protein, molekuler @rligida 37, 5 - 40 kDa ar&inda saptanmgtir. Mitchell ve ark.
(1991),Lahana iliklerindenTrichoplusian) katalazi; ethanol-kloroform franksiyonu
ve standart kolon kromotogrofisi ile saflamislardir. Enzimin spesifik aktivitesi
2,2x16 Unit, molekiler girligi 247 — 259 kDa arajinda saptanngtir.

Beaumont ve ark. (1990patates kokiunders6lanum Tuberosunkatalazi; AcA-34
ultrajel kolonu ile saflgtirmiglardir. Yapilan aktivite ¢cagmalari sonucu enzimin
spesifik aktivitesini yaklgk 3000 EU/mg protein derinde saptanglardir. Bir diger
calismada ise enzimin molekul galigini 224 kDa bulunmgiur. Ayrica bu
argtirmada enzim igin siyanid ve azid inhibitorlerillanmiglardir.

Havir ve Mchale (1987),Tutin yapraklarindan Njcotiano Sylvestrjs katalaz
enzimini; Sephadex G-25 kolonu kullanarak safteniglardir (biri tipik disuk
peroksidatik aktivitesi olan CAT-l ve ghri yiksek peroksidatik aktivitesi olan
CAT-Ill izoenzimlerini). Bunlarin katalitik reakspnda K, deserleri CAT-I igin
0,057 M ve CAT-IIl icin 0,054 M olarak saptargr.



Hirasawa ve ark. (1987)/spanaktan $pinacea oleracga katalaz enzimini
saflgtirmiglar ve i1spanak katalazinin spektroskopik 0Ozellikieincelemglerdir.
Yapilan aktivite ¢akmalari sonucu enzimin spesifik aktivitesini yaika 25000
EU/mg protein dgerinde saptanglardir. Ayrica jel filtrasyonu yardimiyla enzimin
molekiler girhgini da 125 kDa olarak bulrglardir

Kdksal, E., (2003) Katalaz enziminin kara lahankisinden (Brassica oleracea L.
Var. Acephala D.C.)saflatirllmasi, karakterizasyonu ve bazi peptisitler ile
antibiyotiklerin enzim Uzerindeki etkilerini inceteslerdir. Kara lahanadan kismi

olarak saflatirilan katalaz enziminin kinetik 6zelliklerini rapetmglerdir.

Yucebilgi¢, G., (2007) Keten tohumuigum Usitatissimumekstraktinda katalaz ve
superoksit dismutaz enzim aktivitelerini incelgmienzimlerin tim kinetik

Ozelliklerini rapor etmglerdir.

Pazidan(Beta vulgaris var. cicla)roka (ErucaSativa)bitkisinden, Isirgan otundgfurtica
dioica), IspanaktanS.oleracea cv. Gladiatérketen tohumundarLinumuUsitatissimum),
tath su cipurasinda(Tilapia), karnabahardarBfassica oleracea L.ye daha birgok
bitki, tohum ve meyveden karakterizasyonu ve saflbmasi gerceklgirilmi stir
(Gulgin, 1., 2002; Oztiirk, L., 2002; Yiicebilgic, G., 2007).



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1 Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler metabolizma reaksiyonlarinin pelggou hizlandiran, protein yapisindaki,
biyolojik katalizorlerdir. D@al olarak yalniz canlilar tarafindan sentezlenirdiicre
icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hixmi6zgulligini didzenlerler.
Cok defa hicre dinda da etkinliklerini korurlar. Hucrelerde orgamkaddelerin
yapilmasi ve yikilmasi, sindirim olayi, kas kasi#méhlcre solunumu gibi 6nemli
fizyolojik faaliyetler ve cgitli metabolizma reaksiyonlarinin sonucudur ve Ioiikii
reaksiyonlarin timi enzimlerin katalitik etkisi ilrUmkin olmaktadir. Bu sebeple
yasam birgcok enzim reaksiyonlarinin bir araya gelmésmibaret olan bir sistem
olarak tanimlanmgtir. Enzimlerin trine donttrdukleri maddelere, substrat denir.
Enzimlerle ilgili yapilan ilk cakmalarda, enzimin etki efii substrat adinin sonuna —
az eki getirilerek (Ureaz, lipaz, fosfataz v.b.yaegenel adlariyla (pepsin, tripsin
gibi) isimlendirilirken, ginimuizde Uluslararasi Bigmya Birligi (IUB) tarafindan
yapilan sistematik siniflandirmaya gore isimlerihektedir. Bu siniflandirmada her
enzim dort rakamh bir kod numarasi ile (E.C.) mlanmstir (Lehninger, 1982;
Bingol, 1983; Tekman ve Oner, 1986; Keha ve Kufoghi, 1997).

Enzimlerin bazilari basit proteinlerdir. Bunlariratélitik etki gosteren kisimlari
dogrudan dg@ruya proteinin polipeptid zinciridir. Bazi enzimierise katalitik etki
gosterebilmeleri icin proteinden ¢k@ metal iyonuna; bazilarinin protein olmayan
organik bilgige; bazilarinin da hem metal iyonuna hem de orgdi&sige
ihtiyaclari vardir. Bu iyon ve bilgklere genel olarak kofaktor denilir (Ziyan, 1998).
Organik bilgik enzimin protein kismi ile olduk¢a siki bigtais ve dissosie
olmuyorsa prostetik grup adini alir. Pek siki BiMemi ve dissosie olabiliyorsa
koenzim adini alir. Kofaktorlere sahip olan enzimalele holoenzim denilmektedir
(Tekman, S., Oner, N., 1994). Enzimlere ligand garyla farkli kuvvetlerde



tutunmy olan geyek bal koenzimler diyaliz yolu ile enzimlerden

uzaklgtirilabilirler.

Apoenzim, kofaktorli bir enzimin yalnizca proteirsikina verilen addir. Enzimin
etki ettigi madde veya madde kamina ise “substrat” denir.Yani enzimlerin
Uzerinde etkili olduklarn ve drine d&tirebildikleri bilesikler o enzimin
substratlaridifTekman,S., Oner, N., 1994).

Koenzim veya prostetik grup enzimin etki edg@c&imyasal reaksiyonu, yani
spesifisitesini tayin eder. Apoenzim ise enzimindissubstrata etki edegai, diger
bir deykle enzimin substrat spesifisitesini tayin eder. &dim; koenzimi NAD™ olan
enzimler dehidrojenasyon reaksiyonlarini katalizret, fakat hidrojenin hangi

substrattan ayrilagani tayin eden enzimin apoenzim kismidir.

Enzimlerin en dnemli 6zelliklerinden birisi de kistéedikleri reaksiyon tiplerine ve
Uriine doniturdukleri substratlara kgir son derece spesifik olmalaridir. Bundan
dolay! enzimler hiticre ici reaksiyonlarda hicbir yriin olgturmaksizin etkilerini
gOsterirler. Hicre ici reaksiyonlar enzimler sagdsi birka¢ saniye gibi kisa bir sire
icerisinde gercekignektedir.

Birim zamanda bir mol enzimin triine d@tiirdUgti substratin mol sayisina turnover
sayis! denir. Turnuver sayisi enzimlerin katalizegiiclerini gosteren bir ifadedir.
Katalaz enzimi icin turnover sayisi = 4 x’ & dir (Yicebilgic, G., 2007).

Enzimlerin miktari, aktiviteleri esas alinarak blelir ve enzim initesi (E.U)

cinsinden verilir. Geni bir enzim Unitesi tarifi olmamasinagraen genelde, 25 °C’

miktari, 1 enzim Unitesi olarak kabul edikt.

Spesifik aktivite, 1 mg protein baa digen enzim Unitesi olarak tanimlanir ve bu da
enzimin saflginin bir 6lctisidur (Lehninger, 1982; Bingol, 1983).



2.2. Enzimlere Etki Eden Faktorler

Enzim reaksiyonlarinin hizi Gizerine :
enzim ve substrat konsantrasyonlarinin, sigakli ortam pH’sinin, zamanin

reaksiyon urunleriningik ve de fiziksel etkenlerin etkisi vardir.

2.2.1. Enzim konsantrasyonunun etkisi

Enzim reaksiyonunu hizi, genel olarak, enzim kotraagonu ile orantilidir. Substrat
konsantrasyonu sabit tutulup enzim konsantrasyamuri@rsa substratin tamami
enzim-substrat kompleksi afwrana kadar reaksiyon hizi artar. Substrat tukgendi

anda enzim reaksiyonu sabitlenir.

Tepkime hizi

v

Enzim konsantrasyonu

Sekil 2.1. [E] - Reaksiyon hizi grafi

2.2.2.Substrat konsantrasyonunun etkisi

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyontmnbelirli bir noktaya kadar
substrat konsantrasyonu ile artar. Bundan sonratigutkonsantrasyonunun artmasi

ile artik reaksiyon hizi ggsmez.
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X kadar enzim varken

Tepkime hizi

Substrat konsantrasyonu

Sekil 2.2. [S] - reaksiyon hizi gréfi

2.2.3. Sicakigin etkisi

Enzim reaksiyonlarinin hizi sicaklik ile artar. &iggin her 10 °C artmasi ile
reaksiyon hizi ortalama iki kat artdnvitro enzim reaksiyonlar goi zaman 37 - 40

°C ‘de yaplilir. Bu sicaklikta reaksiyon hizi odeagligindakine oranla dort kat daha
fazladir.

A

Optium sicakhk

Tepkime hizi

v

Sicakhk

Sekil 2.3. Sicaklik — reaksiyon hizi grgifi
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Fakat belirli bir sicaklik qldiktan sonra, enzimler denatire olurlar ve etkiie
kaybederler. Her enzim igin birim zamanda substragn fazla dgsikli ge wrattig
belirli bir sicakhk vardir. Bu sicalda o enzimin optimum sicakii denir.

2.2.4. pH etkisi

Enzimin reaksiyon hizi ortamin pH’'sinagbdir. Belirli bir pH alaninda enzimin
etkisi en fazladir. Bu pH'ya enzimin optimum pH’slenir. Optimum pH’nin
asagisinda ya da yukarisinda reaksiyon hizi daha aBeiitli bir pH’dan sonra da

enzim tamamen etkisiz kalir.

2.2.5. Zamanin etkisi

Yapilan argtirmalar enzimlerin optimum sicakliklarinin ve eoptim pH’larinin

zamana bl oldugunu gdstermektedir.

2.2.6. Reaksiyon urunlerinin etkisi

In vitro enzim reaksiyonu devam ettikgce reaksiyotinleri enzimi inhibe ettikleri
icin enzim reaksiyonun hizi azalir. Bu inhibisyosabep, reaksiyon Urinlerinin
molekill yapisi bakimindan substrati andirmalaremgime substrattan daha fazla
baglanmalaridir. Reaksiyon drtnu, enzim proteini ilebstratin birlgtigi yerin
disinda bir yerde birlgebilirler. Allosterik yere bglanan madde, enzimin etkili
bdlgesinde bicimsel bir desiklik gosterebilir. Bunun sonucu olarak, enzim
proteinininseklinin bozulmasi dolayisiyla enzimin substratbidesmesi substratin
yapisina, konsantrasyonuna veygedifaktorlere bgli olarak inhibisyona neden
olur. Bu etkiye de allosterik etki denir.

2.3. Enzim inhibisyonu
Enzimlerin hem in vivo, hem de in vitro aktivitel@n bazi bilgikler tarafindan

azaltiimasina veya tamamen yok edilmesine enzirbigsyyonu denir. Buna sebep

olan bilsiklere de inhibitor adi verilir.inhibitorler genellikle diiik molekl
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agirlhigina sahip bilgk veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisga biyolojik
sistemlerde h#& bagina bir kontrol mekanizmasi afwrdusundan oldukca
onemlidir. inhibisyon argtirmalari ile enzimatik reaksiyonlarin mekanizmalaktif
merkezde rol oynayan fonksiyonel gruplar, aktif kezin yapisi ve enzimin substrat
spesifikligi aciklanabilir. Ayrica ilacglarin ve toksik maddete etkisi de bu yolla

incelenebilir.

Iki tip inhibisyon vardir, birincisi tersinir(geri donglu) inhibisyon, ikincisi
tersinmez(geri donigsiiz) inhibisyondur. Tersinmez inhibisyon’da, inhdli aktif
merkeze kovalent olarak bh#anarak enzimi inaktive eder. Tersinmez (geri
donsumsiz) inhibisyonlara ornelolarak, aktif merkezlerinde serin bulunan
enzimlerin di-izopropilflorofosfat tarafindamaktivasyonlari verilebilir. Tersinir
inhibisyonda ise inhibitér enzim ile veya enzisnbstrat kompleksi ile kovalent
olmayansekilde balanir. Ug ¢ait tersinir inhibisyontirii vardir (Robyt and White
1990). Bunlar,

Yarismali inhibisyon (Kompetitifnhibisyon)
Yarismasiz inhibisyon (Nonkompetitihhibisyon)
Yari Yarsmali inhibisyon (Ankompetitifnhibisyon)

2.3.1. Yarsmali inhibisyon (Kompetitif inhibisyon)

Bu tur inhibisyon, yapi bakimindan substrata beaneyaddeler tarafindan yapilir.
Inhibitor aktif merkeze kganarak enzim-inhibitor kompleksini afwrur. Bu
kompleks Uriine dosémeyecginden inhibitér bglamis olan enzim molekulleri
bosa harcanngi olur. Fakat substrat konsantrasyonunu arttirmakla inyaoisetkisi
ortadan kaldirlabilir. Yani enzimin W deseri desismezken, K, deseri artar.
Kompetitif inhibitor varlginda reaksiyogemasi gagida verilmektedir (Ziyan,1998).
Yarisgmall enzim inhibisyonu; tersinir enzim inhibisyomum yaygin bir tipidir.
Kompetitif inhibitoér, sikhikla yapisal olarak substa benzeyen ve substrat gibi,
enzime tersinir hdlanma 0Ozellgi gosteren bir bilgktir ve ElI kompleksi olgturmak

Uzere enzim ile tersinir olarak bigle
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Sekil 2.4. Kompetitif enzim inhibisyonu

Kompetitif enzim inhibisyonunda inhibitér enzimerdmir olarak bglandigindan
yarisma, basit olarak daha fazla substrat ekleyerektsatdshine cevrilebilir. Yeterli
substrat varsa bir kompetitif inhibitoriin enzimglaama olasii cok azdir.

1V inhibitord
4 inhibitorli

it inhibitérsiiz

Egim = Km/ Vm

v

-1/Km 1/[S] (mM) -1

Sekil 2.5. Kompetitif enzim inhibisyonu i¢in Lineweer-Burk grafi

el

max i
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Fakat kompetitif inhibitorin vagiinda, yari maksimal hizin gézlegidinoktadaki
substrat konsantrasyonu olan #egeri artar. K degeri tizerine belirgin etki ve V.
deseri Uzerine etkinin az veya cok ely kompetitif enzim inhibisyonunun
karakteristgidir (Lineweaverand Burk, 1934). Kompetitif inhibit Lineweaver-
Burk grafiginin egimini artirir. Kompetitif inhibisyon, metanol icelmastalari tedavi
etmek icin yararli olarak kullanilir. Metanol, alkdehidrojenaz enziminin etkisi
vasitasiyla formaldehite dogtiraltr; olusan formaldehit, bircok dokuyu harap eder
ki gozler 6zellikle duyarli oldgundan siklikla korlge neden olur. Etanol, alkol

dehidrojenaz icin bir substrat olarak metanol tléliebir sekilde yargir.
2.3.2. Yarsmasiz (Nonkompetitif) enzim inhibisyonu
Yarismali olmayan enzim inhibisyonudur. Nonkompetitifzen inhibisyonunda,

nonkompetitif inhibitér, enzim Uzerinde substrabgslandigl aktif yerden ayri bir

yere tersinir olarak k@anir.

E+8S

EI+S

Sekil 2.6. Nonkompetitif (yagmasiz) enzim inhibisyonu

bl

max !
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Enzime nonkompetitif inhibitériin Banmasi substrat BEnmasini bloke etmez,
substrat bglanmasi da nonkompetitif inhibitorin ganmasini bloke etmez.
Nonkompetitif inhibitor, kimyasal yapi yoninden sthata benzemez; serbest
enzime veya ES kompleksi gtuktan sonra enzimin substratingbaoldugu aktif
yerden bgka bir yerine tersinir Glanarak enzimi inaktive eder. ESI kompleksi trtin
vermek Uzere ES kompleksinden daha yaparcalandii icin tepkimenin hizi
yavalamaktadir. Bu tlr inhibisyon ile, tepkimenin V degeri azaldgl halde K

deseri desismez. Nonkompetitif inhibitor, aktif enzimin konsamyonunu ve

dolayisiyla V. degerini belirgin olarak azaltir.

Y
|
=
= inhibitarli
2l
> inhibitarli
inhibitdrsiz
1% max
-
1S (mhd) !

-18m

Sekil 2.7. Nonkompetitif (yasmasiz) enzim inhibisyonu Lineweaver-Burk ggafi
2.3.3. Yari yarsmali (Ankompetitif) enzim inhibisyonu

Ankompetitif inhibitdr, nonkompetitif inhibitor gib enzim {zerinde substratin

baglandigl aktif yerden ayri bir yere tersinir olarakgbenir.

1_K, 1 1 1+M
V Vmax [S] Vmax I<iI



16

E+S =—=—— ES—— E+P

.i._
[
®
K —_—
ESI

Sekil 2.8. Ankompetitif (yari yagmali) enzim inhibisyonu

Fakat nonkompetitif inhibitor serbest enzime veya Eompleksine hdanabildii
halde ankompetitif inhibitér, yalnizca ES komplekslustuktan sonra enzimin
substratin bgli oldugu aktif yerden bgka bir yerine tersinir hdanarak enzimi

inaktive eder Ankompetitif inhibitér, ES konsantyasunu azaltir.

-y
E A
)
w .
> Inhibitorlt
= inhibitorli
. inhibitérsuz
,/', 1/ Vmax
-1/ Km 1/S (mMm) 1

Sekil 2.9. Ankompetitif (yari yagmal) enzim inhibisyonu Lineweaver-Burk grgfi
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Ankompetitif inhibisyon sonucu hem V. hem K degeri dezsismektedir; V. degeri

azalirken K degeri ktgulur.

2.4. Katalaz Enzimi

Katalaz enzimi (HO,: H,O, oxidoreductase E.C.1.11.1.6) Katalaz (CAT) gahia
Ozellikle bitkilerde bolca bulunan katalaz enzimi,Qd ‘yi indirgeyen veya
parcalayan, periksizomlarin ise yapisal bir @@ olan oksidaz enzimlerinden
biridir (Higashi ve ark. 1974; Halliwel ve ark. 1@Nicholls ve ark. 2000).

Aerobik mikroorganizmalarin tamaminda, bitkilerdemurgali ve omurgasiz

canlilarda bulunan bu enzim 4 x’&égibi yiiksek bir tunuver sayisina sahiptir.

Bitkisel kaynaklarda bulunan katalaz enzimi donnhigeren alt birimlerden ofur
ve alt birimlerin molekdl grhklari sirasi ile 54 ve 59 kDa arasindadir (Egsand
Trelease 1990 ). Orgim kabakta 55 kDa, mercimekte 54 kDa, salataliki#® kDa
ve pamukta 55 kDa’'dir (Kunce and Trelease 1986 ).

CATIn temel fonksiyonu, molekiler oksijen mevcuelinde metabolizmanin bazi
kademelerinde sentezlenen, hidrojen peroksitin @R gibi bir peroksidi giderek,
Ozellikle membranlarda  ofturabilecekleri geri  donjiimsiiz  hasarlari
engellemektedir (Keha ve Kifreln 2001). Cunku hidrojen peroksit, singlet
oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynair (Huang et al. 1983).

Katalaz enzimi; reaktif oksijen turlerinden olan kécresel zarara neden ofau
bilinen ve toksik etkisi olan hidrojen peroksitinys donigtirtlmesini tek yonlu
olarak katalizler. CAT enzimi, substrat olarak kg hidrojen peroksitten, hem
elektron alicisi hemde elektron vericisi olarakd@aanmaktadir (Lanir ve Schejter
1975; Jones ve Masters 1976; Nicholls ve ark. 20R@bertson, 2004). Bircok
dokuda oksidaz ve CAT aktivitesi beraber gali
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Hem b

Hemd

Sekil 2.10. Katalaz enziminin hem b ve hem d gruplar

2H,0, —> 2HO+0 (2.1)

Birinci adimda katalazin hem demiri,®4 ile etkileserek oksijence zengin demir

peroksit olgturur.

CAT-Fe-OH+H0, —> CAT-Fe—OOH + }0 2.2)

Bilesik | olarak adlandirilan demir peroksit ara driniatalaz heminin
spektrofotometrik 6zelliklerini d@stirdigi icin invitro ve invivo kaullarda tayin
edilebilir. Katalazin kinetik 6zelliklerinden dolainvivo kosullarda bilgik - | olarak
H,0, konsantrasyonlarinin indikatort olarak kullanikfidrojen peroksidin dfiik
konsantrasyonlarinda bsi&-1 hidrojen donérl tarafindan (6rgi@ etanol)

peroksidatik olarak indirgenebilir.

CAT-Fe-OOH + GHsOH ——» CAT-Fe-OH + HO + CHCHO (2.3)

H20, 'nin yuksek konsantrasyonlarinda kike- | ikinci H20, ile reaksiyona girerek

su ve molekuler oksijen afturur.
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CAT-Fe-OOH + H0, ——» CAT-Fe-OH + H0 + G, (2.4)

A HOOH —  H,0 0
7

Fe il

v

FelV +

'S

Sekil 2.11. Katalazin etki mekanizmasi

Yukarida da anlatilgh ve sekilde de goruldglu gibi katalitik reaksiyonda iki
basamak yer alir:

ilk basamakta katalazin Ferrik (e iceren hali (Porfirin Katyon Radikali)
olustururken peroksit molekull ile tepkime verir ve &da peroksit molekull

indirgenir.

Sonrasinda ikinci basamaktaska bir hidrojen peroksit molekull ytkseltgenerek
bilesik dogal halini alir. Bu reaksiyonlarda hidrojen peroks#im elektron alicisi hem
de vericisi olarak gorev yapar (Kremer, 1970; Laois, 1995; Switala ve Loewen
2002).

2H0, —  2HD+0, (25)
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2.5. Kabak Cekirdegi

Kabaklar, salatalik, karpuz, acur ve kavunla bigikabakgiller (Cucurbitaceae
familyasi) familyasi olgtururlar. Sakiz kalka, helvaci kabg, balkab& gibi
¢ssitleri bulunur. Kabaklar bir yandan meyve gurubugieer, bir yandan da sebze
gurubuna. Bal kalia yemek yapildii zaman sebze olarak, kabak tatlisi yapildi

zaman da meyve olarak nitelendirilir.

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

N\

-

N

Cucurbita moschata

ARRRRRRARURARARARRARRRARARARAARA

ARRRARRRARRRRRARNRRARRRARARAR

Cucurbita maxima

Sekil 2.12. Kullanilan kabak cekirgetirleri ve gérinamleri

Kabak cekirdgi, proteinlerin yap! t@ olan aminoasitler bakimindan 6zellikle de
insan vicudunda yapilmayan esansiyel (fenilalarimtofan, metionin, gibi)
aminoasitler agisindan ¢ok zengindir. Kabak ceRirdeerisinde yuksek oranda
bulunan K vitamini kanin pihtigaasi icin gerekli olan protrombinin yapiminda
gorevlidir. Ayrica kemiklerin sglikli olmasi ve kiriklarin iyilemesi icin gerekli bir
vitamindir. B grubu vitaminlerinden olan folik agiB9), DNA yapiminda ve hiicre
yenilenmesinde gorev alan ¢ok 6nemli bir vitamindiksikliginde kansizlik
(megaloblastik), hamilelik sirasinda ise fetust& caldi problemlere neden olur.
Kabak cekirdgi cok onemli folik asit kayn@dir Kabak cekirdginde onemli
miktarda bulunan potasyum sinir sistemi ve kaslauyarliliginda spesifik etkiye

sahiptir. Potasyum ayrica intraselliler basin¢tanuraludur, sinir ve kaslarin
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duyarliiginda spesifik etkiye sahiptir ve sodyumla birlikkgicrelerin asit-baz
dengesini gercek§irmektedir. Kabak cekirdg 6zellikle, prostat buylumesinden
kaynaklanan idrar zorfijuna kagi kullaniimaktadir. Kabak cekirge yapisinda,
vlcut icerisinde testesteronun, kendisinin ¢ok dadizli bir formu olan
dehidrotestesteron hormonuna dgmésini engelleyen kimyasal bir maddeyi
bulundurmaktadir. Bu bifgsin miktari tire ve ggde bai olarak % 0,5 ile % 2
arasinda desmektedir. Dehidretestesteron olmaksizin vicuduntesésron
hicrelerini artirmasi zogenakta, dolayisiyla prostat biylimesi bu sayede Emgs|
olmaktadir. Kabak cekirggnde yiksek miktarda bulunan magnezyum, kas ve sini
fonksiyonlarinin yuruttlmesi, kemiklerin guclenthniesi, kalp ritminin dizeninin
sgglanmasinda 6nemli bir gorev ustlenmektedir. Kemi& dklerin yapisinda
kalsiyum ve fosforla birlikte bulunur. Bircok enzim calsmasi icin gerekli bir
mineraldir. Kan basincinin diizenlenmesine yardimdtitosteroller (Phytosteroller)

, kolestrole ¢ok benzeyen kimyasal yapiya sahigjleérde bulunan bilgklerdir.

mangan
magnezyum
triptofan

demir

bakir

Vitamin K

ginko
protein

kalori

% deger

Sekil 2.13.Bal kabg cekirdesi (Cucurbita maximg icerigi



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Materyal ve Maddeler

Bu calsmada Sakarya bolgesinde yeti iki farkli kabak c¢ekirdgnden (Cucurbita
maxima ve Cucurbita moschataelde edilen Katalaz enzimi ¢B,. H,O,
oxidoreductase E.C.1.11.1.6) kullanigim.

3.1.1. Calgsmada kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimiz boyunca hidrojen peroksit, amonyum sjiladyum hidroksit,
NaHPQy, NaHPQ,, sitrik asit, hidroklorik asit, Tris — HCI, EDTAsodyum azid,
triton — X100, KCN, tiyolre, PVP, diyaliz torbalasephadex kolonu, L - sistein,
triptofan, L - tirozin, tiyotre, sodyum azid, derfilf) klorir, potasyum siyanir, bakir slfat,
cinko stilfat, civa sulfat, kalsiyum klordr, lityukhorir, magnezyum klorur, kobalt, trizma
baz, serum albumin, bradford c¢ozeltisi, comessiee,bHCI, sodyum dedosil silfat,
TEMED, amonyum persulfat, 2 - merkaptoetanol, natamopropil alkol, amonyum

sulfat kullaniimstir.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

UV spektrofotometre (SHIMADZU UV - 2401Pe), @dgmal santriftj (nife NF
800R), derin dondurucu, pH metre (HANNA instrumphit 211) , otomatik pipetler
(Mikrolit), hassas terazi (OHAUS analytical stariflarMagnetik Kkarstiricl,

Kronometre, Blender, Elektroforez cihazi (biyuk belgktroforez E-C 250 - 90

Apporation Comparation) .
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3.1.3. Kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan tampon c¢Ozeltilerinin  hazirladana aagidaki  gibi

yapilmstir.

3.1.3.1. 0,1 M sitrat tamponunun hazirlanmasi

0,1 M Sitrat tamponu, pH 4,2 ve 4,4deki co6zeliherhazirlanmasi igin

kullaniimistir.

10,51 gram sitrik asit saf su ile 500 mL'ye tamammgA ¢ozeltisi). 14,705 gram
sodyum sitrat saf su ile 500 mL’ya tamamlanir (Bzatisi). A ve B c¢ozeltileri
Tablo.3.1’de belirtilen miktarlarda katirilarak saf su ile 100 mL'ye tamamlargmi

ve istenilen pH’ta tampon ¢o6zeltiler elde edgtimi

Tablo.3.1. 0,1 M Sitrat tamponu hazirlanmasi

pH A (mL) B (mL)
4,2 35 15
4.4 28 22

3.1.3.2 0,2 M fosfat tamponunun hazirlanmasi

pH'lar 5,7 - 7,2 arasindaki ¢ozeltileri hazirlamgikn kullaniimstir. 24 gram (0,2
mol) NaHPO, saf suda ¢ozilerek 1000 mL'ye tamamlanir (A ¢i=gl28,4 gram
(20,2 mol) NaHPO, suda ¢ozulerek 1000 mL’ye tamamlanir (B ¢ctzeltfsiye B

cOzeltilerinin Tablo 3.2’'de verilen miktarlarda kdrmilmasi ile istenilen pH’larda

tampon ¢ozeltiler hazirlangtir.
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Tablo.3.2. 0,2 M fosfat tamponunun hazirlanmasi

pH A (mL) B (mL)
5,7 467,5 6,5
6,4 367,5 132,5
6,7 282,5 217,5
7,0 195 305

7,2 140 360

3.1.3.3 0.05 M tris tamponunun hazirlanmasi
pH'lar 7,4 - 9,0 arasindaki ¢ozeltileri hazirlamigin kullaniimstir. 0,05 M Tris
tamponu, Trizma-HCI ve Trizma-Baz’'dan Tablo.3.3id=ilen miktarlarda alinip saf

su ile 1000 mL’ye tamamlanarak hazirlagim

Tablo.3.3. 0,05 M Tris tamponunun hazirlanmasi

pH A(9) B (9)
7.4 3,303 0,485
7.8 2,66 0,985
8,0 2,22 1,325
8,5 1,105 2,18
9,0 0,038 2,735
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3.2. Katalaz Enzimiile ilgili Yapilan Calismalar

3.2.1. Katalaz enzimi icin homojenatin hazirlanmasi

Homojenat hazirlanmasinda -20 °C'de dondurulardtasan 5 gram bal kaBa
cekirdezi (Cucurbita maximaye dier kabak cekirdg (Cucurbitta moschatado 0,5
PVP iceren 50 mM'lik, pH'si 7,0 olan 25 mL fostamponunda blender daidllerek
homojenize edilngtir. Homojenat cift kat stzge¢ galindan suzulmgiir. S@utmall
santrifijde 14.000 rpm’de 20 dakika boyunca saiptatiilmis ve sipernatant cokelekten
ayriimustir. Elde edilen stipernatant kullanilincaya kad&€'dle muhafaza edilsir.

3.2.2. Katalaz enziminin aktivite tayini

Katalaz enziminin aktivite tayininde spektrofotomietmetot kullaniimgtir. Havir ve
McHale'nin (1987), Luck'e (1963) dayandgdi prosedire goOre yapilghir.
Absorbans dlcimleri 240 nm'de gercgkl@mistir. Kullanilan metodun esasi;
aktivite 6lcim ortaminda bulunan katalazin, ortarbdéunan hidrojen peroksit ile
etkilesimi sonucu meydana gelen absorbans azalmasininngd@e izlenmesine
dayanmaktadir. Aktivite dlgimu igin 40-35-30-27-28-20-17-15-12-10-7-5 ve 2,5
mM lik hidrojen peroksit miktarlari hesaplanyme aktivite dlcima icin UV- Vis
spektrofotometre cihazi ve 3 mL'lik kuartz kivetkasllaniimstir. 3 mL'lik kuartz
kiuvete 1,475 mL fosfat tamponu (pH 7,0) ve 1,5 mibsirat 40 mM'lik HO;
cOzeltisi ilave edildikten sonra inkuibasyon ortamBOpuL enzim homojenati ilave
edilmistir. Kivet icindeki numune katirilmis ve fosfat tamponu (pH 7,0) ve
substrat ihtiva eden koére kar240 nm’deki absorbans o6lcimleri yapgtm
Ortamdaki HO>'nin H,O ve Q'ye donumini sglarken meydana gelen azalma
enzimin aktivitesini géstermektedir. 180 saniye lnoga 240 nm'de meydana gelen
absorbans azali kore kagl kaydedilmg, ayni glemler 2,5-40 mM’lik hidrojen
peroksit icerecelekilde hazirlanan kivetler icin de yapim. Olcuimlerde lineer
olarak absorbans azalmasi olan araliktan, dakikgind®aabsorbans azalmasi
hesaplanmtir. Ayrica elde edilen sonuclarin grafiklerinigiraleri hesaplanarak cgizilen
[S] - V grafiginden 1/[S] - 1/V grafiine gecilerek k; ve Viax deserleri hesaplanngiir.

Sonuglar EU/mL olarak verilngiir. Aktivite Olcim yontemi, butin  kinetik
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calismalarda benzegekilde yapilmgtir. Olglimlerde lineer absorbans azalmasi olan
araliktan, dakika bana absorbans azalmasi hesaplatimilsik yolu (b): 10 mm ,
ekstinksiyon katsayisi: 0,0394 mrifat mm? alinarak A=e& b.c formilinden 240
nm’'de 180 saniyede hidrojen peroksitin harcanmasailayan enzim miktari
belirlenmis, formiil pratik olarak; EU = (180 x A / 0,0394 xzm miktar )seklinde
duzenlenmtir.

K X
EF+Se_> ES—> E+U (3.1)
ks

Enzim, substrati Uriine ddgtirirken 6nce onunla bir enzim-substrat kompleksi
olusturur, daha sonra da bu kompleks drin ve enzimelston Burada ES
kompleksi, E ve S’dan ikhizi ile olgur; ES’'nin ayrgsmasi ise k hizindaki geri
reaksiyonla tekrar substrat elunu seklinde yirtyebilir. Ancak asil reaksiyory k
reaksiyon hizi ile ilerleyen Urin glumu reaksiyonudur. Reaksiyon kararli duruma
ulasinca (steady-state) ES’nin ghnasi aygmasina gt olur, yani sicaklik ayni
kaldigi strece konsantrasyondazdene olmaz.

Vmax

V = Vmax

v

[S]

Sekil 3.1. Reaksiyon hizi- [S] (Michaelis- Mentemafigi
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Enzim reaksiyonlari ile ilgili ilk geni kinetik calgmalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilgtir. Michaelis-Menten kinegine gére bglangic enzim
derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat gietine balili g1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir bir gri elde edilir. Vmax, hiperbolin y eksenini kgsthoktadir ve
maksimum hiz olarak belirtilir. Maksimum hizin yana (Vmax/2) kaulk gelen
substrat desimi Km (Michaelis- Menten sabiti) olarak belirtilivmax ve Km, bir
enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli sabitlerdiMichaelis-Menten grafi 3
bdlgeden olgmaktadir. Birinci bélgede substrat konsantrasyoigiiktir ([S] <<
Km) ve substrat dejimi arttikga hiz 1. dereceden enzim kigate gore artmaktadir.
ikinci bolgede ise substrat konsantrasyonu ve hasiadaki reaksiyon kark
dereceden yiiriir. Ugtincli bélgede [S] >> Km'dir vbsitat konsantrasyonu artsa da
artik hizda bir dg@sme olmaz, sifirinci dereceden bir enzim kigiegiozlenir (V =
Vmax) Michaelis-Menten grafi ile bir hiperbol elde edilg@inden, uygulamalarda
kolaylik sa&lamak amaci ile bunun bir dou denklemi haline getirilmesi
gerekmektedir. Bu amacgla eksen olgekleri uygekilde deistirilerek, desisik

yollardan d@ru denklemine dongilrulebilir.

1/Vv

Egim=K,/ V,

ax

max

v

Km 1/19]

Sekil 3.2. 1/V — 1/ [S] (Lineweaver-Burk gr&f)
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3.2.3. Katalaz enzimi icin amonyum sulfat ¢coktirmeisve diyaliz

Protein molekullerinin dinda onlar ¢evreleyen ve ¢ozinir halde kalmalagiayan su
molekdilleri vardir. Yiksek su konsantrasyonlaringateini cevreleyen su molekdlleri,
tuzdaki Na ve Cl” iyonlari tarafindan cekilir ve bu sayede proteigigker. Her proteinin
¢Okmesi icin gerekli olan tuz konsantrasyonlariklfdr. Dolayisiyla farkh tuz
konsantrasyonlarinda farkli proteinler goker.

Yaptigimiz calgmada kabak cekirdeklerindaulunan katalaz enziminin homojenatlari
sirastyla % 0-10, % 10-20, % 20-30, % 30-40, % @Qabaliklarinda amonyum sulfat
cOktirmeleri yapilmgtir. Coktirme glemleri igin hazirlanan enzim homojenatlari 14.000
rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij ediftmi Her santriflj sonrasi amonyum ¢oktirmeleri
yapiimstir. Her defasinda cokelekte ve sUpematantta emitvitesine bakilny ve.
katalaz enziminin aktif oldiu araliklar tespit edilngiir. TUm bu glemler + 4 °C ‘de
gerceklstirilmi stir. Amonyum sulfat ¢okttiirmesi sirasinda homojekata(NH;), SO, yava
yavg ilave edilmi ve her defasinda daha 6nce kalan /NBO;Un ¢c6zinmg olmasina
dikkat edilmgtir. Amonyum sulfatin homojenatta ¢oztnrglerni buz banyosunda manyetik
karstirici ile yapiimgtir. Cokttirme glemleri sirasinda kullanilan kati (WSO, miktarlar

su formile gore hesaplangtr.

MI(NH4)2SQJ] = [1,77 x V X (&S] /[(3,54 - )

M= kati amonyum stlfat miktar (g)

V= ¢0zeltinin hacmi (mL)

Si= 1'in kesriseklinde mevcut amonyum siilfat doyguhlu

S= 1'in kesriseklinde istenilen amonyum stilfat doyguiu

Ham enzim ekstrakti hizli bigekilde sizge¢ kadindan suzlldikten sonra, stzlntl
sasutmal ultra santrifjde 4 °C de 14.000 rpm de RSigresince santrifijlenstir. Elde
edilen supernatant, doygun amonyum silfat cozettifanilarak % 30 doygungia
getirilmis ve 4 °C de 14.000 rpm de 25 dk slresince saenfinstir. Santrifijleme
isleminden sonra c¢okelek uygun miktarda pH 7,0 tampda cozulerek diyaliz
torbalarina doldurulmgur. Biyolojik molekdllerin ayriminda kullanilan eeski

yontemlerden biri diyalizdir. Bu teknik seyreltikirbc¢ozeltideki molekdllerin
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boyutlarina gore ayrilmasi temeline dayanir. Bunilele kullanilan diyaliz torbasinin
porlari genellikle molekdl @rligi 10.000'den daha fazla olan makromolekdllerin
geckine izin vermeyecek kadar kucuktir. Bu nedenle alidty tipinin icindeki
kucuk iyonlar dgari cikarken, iceride ayrimi istenen molekdlin lonege bir

cOzeltisi kalir.

Kiguk molekullerin ¢ikgi tipun ici ile dgtaki tamponun konsantrasyonlargite
oluncaya kadar devam eder. Dengeye isallz@al hacme b&i olarak, genellikle 4 -
6 saatte ukalir. Dengeye ulgildiktan sonra, ger dsaridaki ¢cozelti taze tamponla
degistirilir ve diyalize devam edilir. Boylece, istenfieayirim tamamlanincaya kadar
diyaliz 1 - 2 guin surdurulebilir (Temizkan ve Ard@04).

Diyaliz icin kullanilan yar gecirgen zarlar (diyaltipleri veya torbalar) céli
materyallerden (sellofan, seliiloz) yapgnmalzemelerdir. Por capi zardan gececek
molekillerin blayukligine gore belirlenir. Diyaliz yontemi, iyonik olare wimayan,
tum kicuk molekulleri yok etmek veya konsantre étnoen basit, ucuz ve etkin bir
yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlan vegdr kucik molekuilleri ortamdan
uzaklgtirmakta kullantlir. Ayrica, biyolojik molekillereayif sekilde bagl olan
kucuk iyonlar ve molekilleri de bu yontemle ortadiahdirmak mamkundur.

Amonyum silfat c¢oktirmesi sonucunda elde edilenisikar diyaliz torbasina
yerlestirilmi stir. Numune 6nce 0,2 M'lik fosfat tamponuna (pH) k&gl 6 saat sureyle
diyaliz edilmi ve diyaliz slemi manyetik kastirici Uizerinde ve buz dolabinda (+ 4 °C)
gerceklgtirilmistir. 0,2 M fosfat tamponu (pH 7,0) kullanilarak aig islemi
baslatiimistir. Belli bir dengeye geldikten sonra tampon ciigedegistirilmi stir. Bu islem

3 defa tampon ¢ozelti @atirilerek 12 saat boyunca surdurulgtiir.

Diyaliz bittikten sonra UV-Vis spektrofotometre il240 nm’de uygun substrat
konsantrasyonlarinda ve pQ diyaliz ¢ozeltisi kullanilarak aktivite tayini Bidm 3.3.2
‘de anlatildg! sekilde yapilmgtir. Amonyum sulfat ve diyalizsieminden sonra elde
edilen kismen safiariimis olan bu enzimin bir kismi daha sonraljamalarda
kullaniimak Gzere -20 °C de saklagtm Bir kismi ise saflgirmanin bir dier basama

olan kolon kromotogrofisinde kullanilgtir.
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3.2.4. Katalaz enzimi i¢in optimum pH cakmasi

Optimum pH calmasi icin substrat konsantrasyoriire (hiz) grafginden elde edilen
verilerle cizilen 1/[S] — 1/V grafinden elde edilen K deseri yani en uygun substrat
konsantrasyonu bal kahasekirdezi (Cucurbita maximaigin ve kabak cekirdg (Cucurbita
moschata)cin belilenms ve bu substrat konsantrasyonu kullanilarak haamlaozeltilerin
UV — spektrofotometre ile pH 3,0 - 9,0 agahda calgilmistir. pH 3,0 - 5,0 arasi i¢in 0,1
M'hk sitrat, pH 5,0 - 8,0 arasi icin 0,2 M'lik fias ve pH 8,0 - 9,0 i¢in ise 0,1 M'hk
Tris/HCI tamponu kullanilmgtir. Bu tampon c¢ozelti araliklarinda enzimin akési

spektrofotometrik olarak olgtingive sonuclar tablo wekiller halinde gosterilngiir.

3.2.5. Katalaz enzimi Uzerindeki sicakgiin etkisinin incelenmesi

Optimum  sicakfiin  belilenmesi amaciyla, optimum pH'da uygun gabst
konsantrasyonunda ve 0 - 80 °C gmablaki sicakliklarda calimistir Istenilen sicakliklar,
oda sicakfiinin altinda buz banyosunda, oda sigakin Ustiinde ise Isiticii su banyosu
kullanilarak ayarlanngtir. Calsmalar esnasinda mimkin ofgdukadar hizli bigekilde
enzim ¢oOzeltisi aktarilarak, 3 dakika boyunca d#tivlcimleri yapilmgtir. Sonuclar
grafik halinde verilmgtir. Tespit edilen aktivitenin en yuksek olglu deserler ise

tablolar halinde verilmgtir.

3.2.6. Katalaz enzimini i¢in Ky, ve Vi, degerlerinin bulunmasi ile ilgili calismalar

KmVe Vmax degerleri 40 mM'lik stok HO, substrat ¢ozeltisi kullanilarak ¢almistir.

Bu stok ¢ozeltiden, dgsik hacimler alinarak 3 mL’lik kuartz kuvet icerisia 40-30-
27-25-22-20-17-15-12-10-7-5-2,5 mM,®, olacaksekilde enzim aktivite dlgimleri
yapiimstir. 240 nm'de Olgiilen bu gerler reaksiyon hizi (EU/mL) olarak
belirlenmsgtir. Daha sonra 1/V ile 1/[S] @erleri de bulunarak $D, substrati icin
Lineweaver - Burk grafikleri cizilmgi ve cizilen grafikten elde edilen denklemden

yararlanarak K ve Viaxdeserleri hesaplanilngtir.
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3.2.7. Katalaz enziminin depolanma kararllginin belirlenmesi

Optimum pH ve optimum sicaklik gerleri ayarlanarak hazirlanan kabak cekiide
homojenati uygun substrat konsantrasyonunda 24@espektrofotometrik yontem
ile 3 dakika boyunca aktivite 6lcimu yapiktm. Katalaz enziminin depolanma
kararhliginin belirlenmesi amaciyla, ayni enzim homojenatilakilmak tzere 12
saat arayla 5 gun boyunca aktivitegederi gozlemlenngtir. Sonuglar tablolar

halinde sunulmgive sekiller Gzerinde de gosteriliir.

3.2.8. Katalaz enziminin bozunma hizinin belirlenms

Optimum pH ve optimum sicaklik gerleri ayarlanarak hazirlanan kabak cekiide
homojenati uygun substrat konsantrasyonunda 24@espektrofotometri yontem
ile 3 dakika boyunca aktivite 6lcimu yapiktm. Katalaz enziminin bozunma hizinin
belirlenmesi amaciyla, ayni enzim homojenati kulfeak lzere 1 saat arayla
aktivite degerleri gozlemlennstir. Sonugclar tablolar halinde sunulghwe sekiller

Uzerinde de gosterilrgtir

3.2.9. Katalaz enzimini tUzerine inhibitorlerin etkisi, | 5o degerleri ve K, sabitlerinin

bulunmasi ile ilgili calismalar

Katalaz enzimi ile ilgili cahmalarin biydk bir kismini gdturan inhibisyon etkilerinin
incelenmesi amaciyla L - sistein, L - tirozin, timgan, tiyolre, sodyum azid, demir (Il)
klortr, potasyum siyantir, EDTA, cinko silfat, cs@fat, kalsiyum klortr , lityum Klordr,
magnezyum Kklortr, kobalt (lll) Kklorr gibi kimyasahaddeler kullaniingtir. Bu
inhibitérlerin 0,1 mM gibi di§iik konsantrasyonlarda bile kuvvetli inhibisyon gddikleri
gozlenmgtir. Calsmada kullanilan inhibitorlerin inhibisyon etkileriespit etmek amaciyla
15 mM'lik sabit substrat konsantrasyonunda ve dyeatarkll inhibitér konsantrasyonunda
aktiviteler belirlenmitir. Her bir inhibitor icin bu dgerlerden kullanilarak % Bd aktivite -
[I] grafikleri cizilmistir. Elde edilen grafiklerden c¢ikarilan dstel foijslu
denklemler yardimiyla enzim aktivitesini yariyaired substrat konsantrasyonu olga |
deserleri hesaplanmgtir. K, dezerlerini tespit etmek amaciyla énce her bir inbibitin

inhibitdrsiiz be desisik substrat konsantrasyonunda aktivite dlcimlepilyais ve daha
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sonra% bazll aktivite - [l] grafiklerinden faydalanilarak %05inhibisyona sebep olan
inhibitér konsantrasyonuna yakin ¢ farkli inhibikonsantrasyonunda, substratin farkl
konsantrasyonlari ile ¢cgmistir. Tiyotre, sodyum azit, demir (lll) klortr, pstam siyanir
ve civa sllfat inhibitorlerinin sabit inhibitdr keantrasyonlarinda 1/V ile 1/[S] gkrleri
belirlenerek Lineweaver-Burk grafikleri cizilgtir. Bu grafikler yardimiyla inhibisyon tirt
belirlenerek K deserleri hesaplanrgtir. Ayni islemler tger kez tekrarlangnitic farkll K
degerlerinin ortalamasi ve her bir inhibitor icin dai@a K hesaplanngtir. K, dlgtimleri
esnasinda daha o6nceden belirlenen enzim icin ensufastrat konsantrasyonu,
optimum pH ve optimum sicaklik kolari ayarlanarak 240 nm’'de UV-Vis
spektrofotometresi ile aktivite 6lcuimleri yapiktr. Elde edilen 4y ve K deserleri
tablolar halinde sonuglar kisminda sunujtou

3.3. Katalaz Enzimin Saflatirma Islemleri

3.3.1 Jel filtrasyon kromotografisi

Proteinlerin molekul buyukliklerinin farkli olmasiolayisiyla yapilan bir ayirma
yontemidir. Molekuller, dolgu maddesi (jel) ve c¢@rlsistemi arasinda gér.
Kolona verilen biyuk molekdller, jel tanecikleriniboyutundan c¢ok buyuk ise
kolonu 6nce terk eder (Temizkan ve Arda 2004). Kugidlekuller ise jel tanecikleri
icine girerek orada alikonurlar. Kolonun uzerinere&li ¢oziicl verilerek jel
taneciklerinde bulunan kucguk molekuller uzgkikalmistir. 1,5 gram Sefadeks G-
100, 50 mL 0,2 M fosfat tamponunda (pH:7,0) 4 gleklétilerek jel olgmasi
sgzlanmstir. 1 cm ¢apinda ve 50 cm boyundaki kuru bir kalowlibine cam pangu
yerlestirilip Uzerine tampon co6zeltisi ilave edilmive Sefadeks G-100 bir huni
yardimi ile kolona verildikten sonra musluk acilajalin kolona homojen olarak
dagilmasi sg@lanmstir. Kolonun icerisinden tampon c¢ozeltisi gecirdkraks hizi
ayarlanmgtir. Tampon kolon icerisinde 24 saat bekletitini Bu islemlerden sonra
enzim numunesi kolona uygulargimr. 18 dakika sonra ilk numune tiplere alinmaya
baglanmstir. Jel Filtrasyon Kromatogrofisinde proteinlerolekil buyuklgine gore
ayrilirlar. Kolon, jel boncuklar sephadeks (capbaglanms dekstran) polisakkarid

veya poliakrilamid jel ile doldurulur (kati matriks



33

3.3.2. Elektroforez yontemi ile katalazin molekul girlik tayini

Bu calsmada uygulanan poliakrilamid jel elektroforez (PAGEOntemi ikiye
ayrilmaktadir. Birincisi native-poliakrilamid jelektroforez (native-PAGE), ikincisi
sodyum dodesilsulfat-poliakrilamid jel elektrofor€@DS-PAGE)'dir. Native-PAGE
yonteminde proteinler jel boyunca denature olma@gnboyutlu formda) yuklerine
ve molekul @rhklarina gore ilerlerler. SDS-PAGE yodntemindee igproteinler
denature edilerek ¢ boyutlu yapilarindan primguiya donigtiralir. Daha sonra
PAGE uygulanir. SDS-PAGE’de proteinler jelde mole&girliklarina gére kearlar
(Laemmli,1970). Poliakrilamid jeller, akrilamid vecapraz bglayici N,N'-
metilenbisakrilamidin polimerizasyonuyla hazirlaniKimyasal polimerizasyon
baslatici-katalizor sistemi (amonyum perstlfat - TEMERrafindan kontrol edilir.
Proteinlerin ayrilmasi icin kullanilan standart et genelde % 7,5 poliakrilamid
icerir. Jelin aygtirma guci ve molekul boyutu ar@hakrilamid ve bisakrilamidin
konsantrasyonuna pladir. Disik konsantrasyonda daha buyuk porlarsetuve
yiksek molekal girhikh  biyolojik molekillerin - analizi  yapilabilir; yiksek
konsantrasyonlarda ise, daha kucik porlarinsuwhu digik molekdl &irlikh

olanlarin analizine izin verir.

Native jel elektroforezinde (N-PAGE) : Kullanilaaniponlar, deterjan ve denatire
edici maddeleri icermegiinden, prosedir d@l kosullarda gercekigr. Bu yontem,
protein iceren kagimlarin ayrilmasinda, bir protein ya da protein kbeRsinin
aktivitesi veya yapisi ile ilgili elektroforetik kamalarda, proteinin safiinin

kontroliinde ve oligomerik proteinlerin ayriimasiriddlanilir.

Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektrofaréSDS - PAGE) : polipeptidlerin
ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yukleriaandan dgil, ayni zamanda molekdl
agirhklan tarafindan da belirlenmektedir. SDS, pelptidlerin ana iskeletini
cevreleyerek proteinleri denatire eden anyonikdbterjan oldgu icin molekdllere
negatif bir yik kazandirmaktadir. SDS - PAGE’ninéremli yarari, polipeptidlerin
molekudl airliklarinin belirlenmesine olanak vermesidir. Mkilié agirligi bilinmeyen
protein drnek, molekul@rligl bilinen standart proteinlerle birlikte, ayni j&terinde

yan yana kuyucuklara uygulanir ve elektroforeti@arak ayrilir. Boyama sonrasinda



34

jelde gozlenen bantlarin kalastirilmasi ile proteinin molekul@rligi hakkinda bir

fikir edinilir.

Bu calsmada SDS - PAGE tekgii uygulanmgtir. SDS-PAGE, Laemmli tekgine
gore vyapilmgtir. Kabak cekirdeklerindeki katalazin sgfhin ve molekiler
agirthginin saptanmasi SDS — PAGE kullanilarak yaptimi(Laemmli,1970).
Katalazin goruntulenmesi icin PAGE ve SDS-PAGEdwlarak (Wanderley et al.,
2004) yapilmgtir. SDS - PAGE, PAGE elektroforezi, Bolim 3.3.2de anlatildgi
gibi yapilmstir.

3.3.2.1. Jelin hazirlang

Protein kontaminasyonunu ve her tarla kigilbnlemek icin buttiinsiemler eldiven
giyilerek yapilmgtir. Elektroforez camlari % 70’lik etanol ile iyidemizlendikten
sonra cam levhalar arasina sizinti olup olgakibntrol edilmgtir. Daha sonra hava
kabarcgl kalmayacaksekilde degaze edilmi% 10’luk ayirma jeli, TEMED ve

amonyum persulfat karmi hazirlanmytir.

Tablo 3.4.’deki gibi hazirlanan jeller enjektor lanilarak elektroforez camlari
arasina dokulmgidr. Jelin havayla temasini kesmek icin, Gzeri %ik’@tanol ile
kapatiimg ve jelin polimerlemesi icin yarim saat beklengtir. Sire sonunda jel

tzerindeki alkol kurutma kgdi ile jele temas etmeden yagga alinmgtir.

Ayirma jelinin tzerine, Tablo 3.5.’deki gibi haarlan % 5’lik ygunlastirma jeli
dokulmis ve tarak yg@unlsstirma jeline hava kabaf@n kalmayacak sekilde

yerlestirilerek jelin polimerl@mesi sglanmstir.

3.3.2.2. Orneklerin hazirlang! ve jele uygulang!

Jele uygulanacak ornekler ve standart, yuritme d¢awongda uygun seyreltmeleri
yapildiktan sonra kaynar su banyosunda 5 dakikadtdgrak numuneler denatlre
edilmistir. Bu arada jel distile su ile yikanarak, polinegmeyen jel kalintilari

uzaklgtinimis ve ygunlastirma jelindeki kuyucuklarin yarisina kadar elektro
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tamponu koyulmgtur. Daha sonra kuyucuklara uygun seyreltmelerilgapdrnekler
yiklenmitir. Ornekler jele yuklendikten sonra jel tankining yerlgtirilerek
kuyucuklarin tGzerini 6rtecegekilde elektrot tamponu eklengtir. Gug¢ kayn& 250

V 90 mA elektrik akimi verilerek proteinlerin ayieniglemi gerceklstirilmi stir.

3.3.2.3. Jelin boyanmasi

Cam plakalar arasindan cikarilan jelden Ust jellmy ve ayirma jeli protein
boyamasi yapilmak lzere boyama c¢oOzeltisi icresingkibmistir. Boyama ¢ozeltisi
B6lum 3.3.2.5. 'deki commasie-blue G-250 ‘de atdag gibi hazirlanmytir.

3.3.2.4. Commasie brillant mavisi ile boyama

Cam plaklar arasindan cikarilan jel, Commasie @&rtllmavisi ¢Ozeltisine alinarak
bir saat bekletilny ve daha sonra jel boya c¢ozeltisinden cikarttmi Jeldeki
boyanin giderimi icin iki ayri ylkama c¢ozeltisi kailmistir. Birinci yikama
cOzeltisinde 1 saat ve ikinci yikama c¢ozeltisindegece bekletilmgtir. Daha sonra
% 10’'luk gliserol ¢ozeltisinde bir saat bekletiltBh sonra jellerin fotgrafi cekilmi
ve sonuclaiekil 4.26.’da sunulmgtur.

3.3.2.5. SDS-PAGE icin gerekli ¢ozeltiler :

% 30’luk akrilamid / N,N'- metilenbisakrilamid staozeltisi;

29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N'-metilenbisakrilaniid0 mL distile suda ¢6zulngtiir.
Hazirlanan ¢6zelti koyu renkjisede ve oda sicakinda 1 ay saklanabilmektedir.
Ayirma tamponu (separating tamponu) ;

34,344 g Tris-baz az miktarda distile su icerisigdetldikten sonra, konsantre HCI
kullanilarak pH’si 8,8’e ayarlangtir. 0,8 g SDS az miktarda distile su icerisinde
¢ozuldukten sonra hazirlanan Tris-baz lzerine ekigne distile su ile 100 mL'ye
tamamlanmgtir. Hazirlanan tampon oda sicgkhda kullanilincaya kadar

saklanabilmektedir.
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Yogunlastirma tamponu (Stacking tamponu) ;

1,515 g Tris-baz az miktarda distile su icerisig@detldikten sonra konsantre HCI
kullanilarak pH’si 6,8’e ayarlangtir. 0,1 g SDS az miktarda distile su icerisinde
¢cozlldukten sonra hazirlanan Tris-baz Uzerine ekigwe distile su ile 25 mL‘ye
tamamlanmgtir.  Hazirlanan tampon oda sicgkhda 1 ay sire ile
saklanabilmektedir.

% 10’luk Amonyum persiilfat ;

0,1 g Amonyum persilfat 1 mL distile su igerisind®zilmitiur. Cozelti

kullanilac&! zaman taze olarak hazirlanmalidir.

1M Trizma baz ;

12,114 g Tris - baz az miktarda distile su icindizigmistir. Konsantre HCI

kullanilarak pH 6,8’e ayarlandiktan sonra distileile 100 mL’'ye tamamlanrsiir.

% 2’'lik Brom fenol mawvisi;

0,1 g brom fenol mavisi 5 mL distile su icerisingiztlmtar.

% 10’luk Sodyum dodesil sulfat (SDS) ;

5 g SDS 50 mL distile su icerisinde yawava karstirilarak ¢ozulmgtir.

Yukleme tamponu;

1 M Tris - bazdan (pH 6,8) 12,5 mL, % 10’luk SDSid€0 mL, gliserolden 20 mL,
% 2’lik brom fenol mavisinden 2 mL ve % 5’lik 2-m@ptoetanolden 5 mL alinarak
karstirilmistir. (Hazirlanan tampon koyu mavi renktegilese, renk olgana kadar
NaOH ilave edilir). Distile su ile hacmi 100 mL'yamamlanmgtir. Ornek tamponu

kullanilincaya kadar oda sicakinda saklanabilir.
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2-merkaptoetanol’in etkisi zamanla kayb@dodan gerek@i zaman hazirlanan

tampona ayni oranda ilave edilir.

Tris-Glisin elektrot tamponu (YUritme tamponu) ;

3 g Tris-baz ve 14,4 g glisin az miktarda distile igerisinde ¢ozulmgitr ve
konsantre HCI kullanilarak pH’si 8,5’e ayarlagtm 1 g SDS az miktarda distile su
icerisinde ¢ozulerek Tris-glisin ¢ozeltisine ilawdilmistir. Distile su ile 1000 mL'ye
tamamlanmytir. Hazirlanan tampon kullanilincaya kadar 4 °Gsd&lanabilmektedir.

Tampon 2 - 3 kez kullanildiktan sonra yenilenmelidi

Commasie blue G-250 cozeltisi;

0,125 g commasie blue tartildiktan sonra bir mikligtile su igerisinde ¢ozulngtiir.
Uzerine 200 mL metanol ve 35 mL asetik asit ilagidegek distile su ile 500 mL’ye
tamamlanmytir. Jel bu ¢cozeltide bir gece bekletiksmi.

1. yikama ¢Ozeltisi;

Metanol; asetik asit; distile su (400; 70; 530 rotanlarinda kastirilir.

2. yilkama ¢ozeltisi ;

Metanol; asetik asit; distile su (50; 70; 880 mlramarinda kagtiriimistir. Son
olarak jel % 10’luk gliserol ¢ozeltisine aktarigrwe jelin bu ¢ozelti icinde normal
boyutuna ulgip, hem daha iyi temizlenmesi, hem de kirilganzaltiimasi icin bir
gece bekletilmtir.

Eger yilkama c¢ozeltisinde renk kaybolmuyorsa metaasxtik asit ve distile su (400,

70, 530 mL oranlarinda) katirilmali ve 30 dakika daha bu c¢ozeltide jel
bekletiimelidir.



Tablo.3.4 % 10’luk ayirma jelinin icegi
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Kullanilan malzeme Mini elektroforez Blyuk elektroforez
[Tek jel icin (mL)] (mL) (mL)
Distile su 2,550 11,475
Ayirma tamponu (pH 8,8) 1,660 7,500
% 30’luk akrilamid/bis acrilamid 2.200 9,900
Vakum altinda degazeglemi 10 dk 10 dk
TEMED 0,006 0,027
% 10’luk amonyum perstilfat 0,043 0,195
Tablo.3.5% 5’lik yogunlastirma jelinin icergi
Kullanilan malzeme Mini Blyuk
[Tek jelicin (mL )] elektroforez elektroforez
Distile su 0,965 5,80
Yogunlastirma tamponu (pH 8,8) | 0,416 2,50
%30’luk akrilamid/bis acrilamid 0,278 1,67
Vakum altinda degazelémi 10 dk 10 dk
TEMED 0,0017 0,10
% 10’luk amonyum perstilfat 0,017 0,01
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3.3.3.Bradford testi ile protein tayini

Uygun kaullar altinda proteinlerin asidik ve bazik gruplasrganik boyalarin
disosiye gruplari ile etkikmrek renkli cokelekler okururlar. Bu bglanma
Ozelliginden kantitatif analiz icin yararlanilir. Bu bogatlan Orange G anmaya
karsi duyarsizken gherleri 6rngin Amido Black 10 B gibi boyalar Bka
dezavantajlara sahiptir.

Bu yaklgim Coomassie Briilant Blue G-250 boya yontemi olBradford'un
(Bradford, M.M., 1976) gedtiriimesi ile popiler hale gelrir. Boyanin proteine
baglanmasi ile boyanin maksimum absorbsiyopedie465 nm ' den (kirmizi formu)
595 nm'ye (mavi formu) kayar. Bu boya stok solUsgtarak ya fosforik asitle veya
perklorik asit ile hazirlanir. Metot boyanin 6geeeklenmesi ile hizli bigekilde ve
tek adimda yurdr. 595 nm' de absorbans olculir. dBneyde standart protein
cozeltileri, sgir serum albumini (BSA) kullanilarak hazirlangnwe standart grafikleri

cizilmistir (Temizkan ve Arda 2004).

Stok Standart Protein Cdzeltisi (BSA) ; 100 mgrsserum albumin BSA, 100 mL
0,05 M fosfat tamponunda (pH 7,0) hazirlagtmi Kor tipu (1 numarali tap) hari¢
batin tlplere tabloda verilen miktarlar(lel) BSA (Standart Serum Albumin) ilave
edilmistir. Butin tuplere verilen miktarlarda Bradford etirsi ilave edilmg ve

olusan rengin sabitlenmesi i¢cin 10 dakika beklegtimi

Tablo.3.6. Standartgeinin ¢izimi icin gerekli olan numune miktarlari

Bilesikler
TupNo| 1 2 3 4 5
1 mg/ml BSA (uL) - | 20 | 40 | 60 | 80
Bradford ¢oOzeltisi (uL) | 1000 980 960 940 920
Toplam hacim (pL) 1000 1000 1000 1000 1000
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absorbanslari okunmwe kaydedilmgtir. 1, 2, 3, 4 ve 5. ve tupler icin okunulan
absorbans derleri ile standart grafi cizilmistir. Ayni islemler BSA standarti
yerine kabak cekirdg enzimleri konulmak lzere tekrar yapihrue yukarida elde
edilen standart grafi Gzerinde kapilik geldikleri noktalar bulunarak kantitatif

protein tayini yapilmgtir. Sonuclagl / mL cinsinden sunulmgtur.

Ornegin absorbansi

Absorbans

nuoAsesuesuoy uibsuiQ

\

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.3. Bradford yonteminin standart ggafi



BOLUM 4. ARA STIRMA BULGULARI

4.1. Katalaz Enzimiicin Yapilan Kinetik Cali smalar

4.1.1. Enzim homojenati

0,5 g PVP iceren tampon icerisinde blendirg@itdlen kabak cekirdekleri siizgec
kagidindan stzuldukten sonra santriflj edidnve elde edilen siUpertantlarin ¢ok
yogun ve sit rengi bir yapiya sahip ofdu gbzlemlenmitir. Bu ylzden ayni

sartlarda enzim birkac kez daha santriftij edghimi

4.1.2 Kabak cekirdeklerinin aktivite 6lgimleri

0,06
-
=
S 0,05
w
>
S 0,04
0,03
0,02 y = 0,2175x + 0,0123
R2=0,9886
0,01
U T T
-0,08 0,02 0,12 0,22

1/[S] (mM) -1

Sekil 4.1. Bal kabgi cekiregsi (Cucurbita maximaicin 1/V — 1/[S] grafgi
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Bal kaba& cekirdesi (Cucurbita maximgaicin 2,5 mM - 30 mM arasinda gigen
H.0O, konsantrasyonlari kullanilarak 240 nm’de80enzim homojenati kullanilarak
aktivite dlcimua yapilng ve ayni glem G¢ kez tekrarlandiktan sonra ¢izilen 1/ [S] —
1/ V grafigi Sekil 4.1. de sunulmgiur. Bu grafiklerden W«=81,300 EU/mL ve kK =
17,68 mM olarak hesaplangtr.

= _
= 0,12
3
~ 0,1 7
2
-
0,08 -
0,06
*
0,04 1
y =0,3445x + 0,0172
’02 m R2=0,9884
T v T 0 T
-0,18 -0,08 0,02 0,12 0,22

1/[S] (mM) -1

Sekil 4.2. Kabak ¢ekirdg (Cucurbita moschadacin 1/V -1/ [S] grafgi

Kabak cekirdgi (Cucurbita moschadaicin 2,5 mM - 30 mM arasinda gigen HO0;
konsantrasyonlari kullanilarak 240 nm’'de HQ enzim homojenat ile yapilan
calsmada oOncelikle [S] -V grai cizilmis oradan elde edilen datalardan
yararlanilarak cizilen 1/ [S] — 1/ V gréfi Sekil 4.2.de sunulmgiur. Bu grafikten
Vmax= 58,139 EU /mL ve K = 20,029 mM olarak hesaplanyt.

4.1.3. Katalaz enziminin %30 amonyum sulfat ile c¢okirtilmesi ve diyaliz

sonucu saflgtirma sonuglari

Her iki kabak cekird@inden de ekstrakte edilen katalaz enziminin daharaéo

saflgtirma kslemleri olan % 30’luk amonyum sulfat ile c¢okturilsneve diyaliz
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islemleri Bolum 3.2.3.’deki gibi yapilraive sonuglar Tablo 4.1.’"de sunulgtwr. Buna

gore enzimin diyalizsleminden sonra da aktif oldu goralmitar.

Tablo.4.1. Katalaz icin %30 amonyum ¢oktirme-diyate saflatirma slemleri sonrasi aktivite

Saflagtirma Bagil aktivite(240 nm)
basamaklari Cucurbita maxima| Cucurbita moschata
Homojenat 0,0356 0,0273
%30 Amonyum stlfat 0,0877 0,0362
Diyaliz 0,0180 0,0183

4.1.4.Katalaz enzimi tizerine pH etkisi

Kabak cekirdeklerinde bulunan katalaz enzimi GzbgipH etkisi incelenmek Uzere
3,0 — 9,0 arasindaki pH’larda tamponlar ile ghhis ve sonuclaSekil 4.3. veSekil
4.4.de verilmgtir. Her iki gekirdek icin de aynislemler U¢ kez tekrarlangive
sekillerden de goruldgii gibi Cucurbita maximaigin optimum pH 6,8 iken,

Cucurbita moschat&in optimum pH 7,0 olarak tespit edilgtir.

120 -

100 A

Aktivite ( EU / mL )

pH

Sekil 4.3.Bal kabgi ¢ekirdesi (Cucurbita maxima j¢in pH grafgi
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120

100 -

80 -

60 -

Aktivite (EU / mL)

0 5 10 15
pH

Sekil 4.4 Kabak cekird& (Cucurbita moschabaicin pH grafgi

4.1.5. Katalaz enzimi tzerine sicak@in etkisi

Katalaz enzimi Uzerine sicagin etkisinin incelenmesi amaciyla 0-90 °C arasindak
sicakliklarda cadtimis ve sonuclarSekil 4.5. ve Sekil 4.6. ‘da verilmgtir. Ayni
islemler G¢ kez tekrarlangive Cucurbita moschatacgin optimum sicaklik 20 °C

iken Cucurbita maximagcin 30 °C olarak belirlenrgir.

120 ~

100 ~

% Relatif aktivite

0 T Y
20 40 60 80 100

Sicaklik (°C)

o

Sekil 4.5. Kabak ¢ekirdgé (Cucurbita moschafaiizerine sicak@in etkisi
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Sekil 4.6 Bal kabgi cekirdesi (Cucurbita maximpatzerine sicakin etkisi

4.1.6. Katalaz enzimi igin Ky ve Viyax degerlerinin hesaplanmasi

Katalaz enzimin k, ve Vnax degerleri ile ilgili calismalar, 40 mM stok hidrojen
peroksit cozeltisi ile yapilmtir. Katalaz enzimi konsantrasyonu sabit tutularak,
hidrojen peroksit i¢in 6 farkli substrat konsamp@sunda aktivite dlgimleri yapil@i
ve ayni slemler tc¢ kez tekrarlanstir. Sekil 4.7. veSekil.4.8.’"de goruldgu gibi
Lineweaver—Burk grafikleri ¢izilngive bu grafikten elde edilen ga denkleminden
yararlanarak kK ve Vnax degerleri bulunmy ve sonuclar Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.de

gosterilmitir.

Tablo.4.2. Bal kaha c¢ekirdesi (Cucurbita maximajgin Km ve Vmax dgerleri

Substrat Optimum pH Optimum Km (M) V max
T(°C) (EU/mL)
H,0, 7,0 25 0,017680,028| 81,30&0,016
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Sekil 4.7. Bal kabgi cekirdesi (Cucurbita maximgicin 1/V -1/[S]
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Sekil 4.8. Kabak cekirdgé (Cucurbita moschataigin 1/V -1/ [S] grafgi
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Tablo.4.3. Kabak cekirge (Cucurbita moschafeaicin Ky, ve Vi deserleri

Substrat] Optimum pH| OptimumT(C) Kn(M) V max (EU/ML)

H20; 7,0 25 0,02002 0,022 | 58,132 0,011

Bu sonuclara gore Kve Vnax degerleri her iki kabak cekirdg icin birbirine yakin
olarak ve sirasiyl&ucurbita maximaicin K, =0,017 M ve Vha= 81,30,02 M;
Cucurbita moschatigin K,,=0,020 M ve Vhax= 58,1 EU/mL olarak bulunngtur

4.1.7 Katalaz enziminin depolanma kararlilginin belirlenmesi

Kabak cekirdeklerindeGucurbita moschata ve maxijniaulunan katalaz enzimi igin
bir hafta boyunca 12 saat araliklarla uygun ortaanmkwullar sglanarak aktivite
Olcimleri yapilmg ve elde edilen sonucld&ekil 4.9. ‘da verilmgtir. Bu sonuclara

gore katalaz enzimi 4-5 giin sonunda aktivitelgyitiidikleri gbzlenmitir.

140
120
100 -
80

60 -

Aktivite (EU / mL)

40 -

20 -

0 | i [
0 50 100 Sire (saat)

Sekil 4.9. Kabak cekirdg (Cucurbita moschafekatalazi icin depolanma karargii
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Sekil 4.10. Bal kab@ cekirdegi (Cucurbita maximpakatalazi icin depolanma karargii

4.1.8. Katalaz enziminin oda sicakfiindaki bozunma hizi

Her iki kabak cekird@ katalazi igin oda sical@inda, optimum pH da 15 mM
substrat c¢ozeltisi kullanilarak birer saat arahldal0 saat boyunca 240 nm’de

absorbans olctimleri yapilgtir.

160
140
120 -
100 ~

80 -

Aktivite (EU/mL)

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Sekil 4.11. Bal kabg cekirdegi (Cucurbita maximg katalazi icin bozunma hizi



49

1407
1203
1007

807

60

Aktive ( EU/ mL)

407

207
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Sekil 4.12. Kabak c¢ekirdg (Cucurbita moschafekatalazi icin bozunma hizi

Cucurbita maxima ve Cucurbita moschatakirdeklerinden elde edilen katalaz

enziminin kararlilginin 5-6 saat sonra minimuma igogozlenmitir.

4.1.9. Katalaz enzimi i¢in inhibit6rlerin etkisinin incelenmesi

Katalaz Gizerine amino asitlerin, tiyolre, sodyuity EDTA'nin etkileri incelenmy, lso
deserleri hesaplanmi ve sonuglar grafikler halinde sunulgtwr. Elde edilen
grafiklerden yararlanarak kangictaki bgil aktiviteyi % 50 azaltan inhibitor
konsantrasyonlari bulunmwe ko (mM) deserleri toplu halde her iki kabak cekirgle
icinde Tablo 4.4.’de verilngtir.
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Sekil 4.13. katalaz enzimi tzerine tiyolrenin etkisi
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Sekil 4.14. Katalaz enzimi Uzerine sodyum azitingtk
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Sekil 4.15. Katalaz enzimi Gzerine EDTA’nIn etkisi

% relatif aktivite
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Sekil 4.16.Bal kabg c¢ekirdesi (Cucurbita maxima) katalazi Gizerine amino asitletkisi
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@ 120¢
=
x
S 100
ks
iz ]
< 80

60 -| ¢ L-tirozin

A |- triptofan
40 - * | -sistein
20 7
O T T T T
0 2 4 6 8 10 12

[a.a] (10)-1 (mM)-1
Sekil 4.17.Kabak cekirdg (Cucurbita moschata) katalazi tGizerine aminoexgitletkisi

Tablo 4.4. Bal kalja ¢ekirdesi (Cucurbita maximave kabak ¢cekirdgé (Cucurbita moschalaiizerine
inhibitorlerin etkisi ve 4, degerleri

Inhibitor Cucurbita maxima Cucurbita moschata
Iso (MM) Iso (MM)

EDTA 3,00 5,00

Sodyum azit 0,90 0,60

Tiyolre 0,01 0,30

L-sistein 0,40 0,90

Tirozin 0,50 0,30

L-Triptofan 0,40 0,30

Sodyum Klorar 5,00 5,00

Civa 0,02 0,02

Tablo 4.4.’den de gorilgi gibi lsodegeri yani balangi¢ substrat konsantrasyonunu
% 50 azaltan inhibitér miktarlari sekiz ayri maddi@ hesaplannstir. Bu sonuclara
gore ko degeri en kucuk olan madde katalaz enzimi lUzerinddagfa inhibisyona
sebep olmgtur. Dolayisiyla elde edilen verilere gd@eicurbita maxim&atalazi igin
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tiyolrenin, Cucurbita moschat&atalazi icin ise civanin en fazla inhibisyona sebe

oldugu gozlemlenmtir.

Kabak cekirdeklerindeki katalaz icinsoldegerleri hesaplandiktan sonra katalaz
enzimi Uzerine metallerin (demir (Ill) klordr, psyawm siyanir, EDTA, cinko sllfat, civa
sulfat, kalsiyum Kklordr, lityum Kklorir, magnezyumokir, kobalt klortrin) etkisi

incelenmgtir.

Tablo 4.5. Bal kabha cekirdei (Cucurbita maximp ve kabak c¢ekirdg (Cucurbita moschaja
katalazi Uzerine metallerin etkisi

Metaller(5 mM) Cucurbita maxima Cucurbita moschata

Siyanir % 75 % 80
Inhibisyon Inhibisyon

Demir % 25 % 25
Inhibisyon Inhibisyon

Mangan % 36 % 38
Inhibisyon Inhibisyon

Cinko % 7,5 % 5
Inhibisyon Inhibisyon

Civa % 42 % 37
Inhibisyon Inhibisyon

Bakir % 2,5 % 2,5
Aktivasyon Aktivasyon

Magnezyum % 25 % 25
Aktivasyon Aktivasyon

Lityum % 25 % 15
Aktivasyon Aktivasyon

Kalsiyum % 60 % 57,5

Aktivasyon Aktivasyon

Kobalt % 50 % 45
Aktivasyon Aktivasyon
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Oncelikle metal cozeltileri icin stoklar hazirlangmve daha sonra farkli metal

konsantrasyonlarinin enzim tzerindeki etkileri inoenistir.

Elde edilen bu verilere gére 5 mM metal konsantasyda kabak cekirdeklerindeki
katalaz enzimi Uzerinde metal iyonlarinin farklkiegosterdgi tespit edilmgtir.
¢inko ve civanin farkli oranlarda inhibisyon etkisgerirken, magnezyum, lityum ve
kobaltin ise farkli oranlarda aktivasyon etkisi wgidizsi gozlenmitir. Ozellikle
siyanurin enzimi en fazla inhibe @tti kalsiyumunda en fazla aktive it

belirlenmitir.
4.1.10. Katalaz enzimi inhibitorlerinin K; degerlerinin hesaplanmasi
Katalaz enzimi igin spesifik olan inhibitorlerin hii kabak ¢ekirdgi icin kinetik

calismalari yapilmg ve Linewear-Burk grafikleri cizilerek inhibitorler etki turleri

ve K| degerleri hesaplanmive Tablo 4.6.’da sunulngtur.

- }
2 0,05
:3 0,045‘
< 0,041
> L
> 0,035
0,034
A
0,025
*0mM
*3mM
A6 mM
®7 mM
-0,3 0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3

1/[S](mm) -1

Sekil 4.18.Kabak cekirdg (Cucurbita moschadekatalazi tizerine KCN etkisi U degeri
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Sekil 4.19. Bal kaba cekirdesi (Cucurbita maximakatalazi tizerine KCN etkisi \&| degeri
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Sekil 4.20. Bal kabg ¢ekirdesi (Cucurbita maximpkatalazi (izerine tiyolre etkisi Y& degeri
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Sekil 4.21. Kabak cekirdg (Cucurbita moschafekatalazi tizerine tiyourenin etkisi ¥g degeri
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Sekil 4.22. Bal kabg ¢ekirdesi (Cucurbita maximpkatalazina sodyum azitin etkisi #g degeri
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Sekil 4.23. Kabak cekirdg (Cucurbita moschatajatalazi iizerine sodyum azitin etkisi e degeri
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Sekil 4.24. Bal kab@ cekirdesi (Cucurbita maximpkatalazi tizerine Fegetkisi veK | degeri
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Sekil 4.25. Kabak cekirdg (Cucurbita moschataiatalazi (izerine Fegétkisi veK | deseri

Tablo 4.6. Bal kaba cekirdesi (Cucurbita maxima) ve kabak c¢ekirdg (Cucurbita moschaja

katalazlari (izerine bazi bgiglerin etkisi veK | dezerleri

o Cucrbita maxima Cucrbita moschata

Inhibitor K, (M) K, (M)

Demir 6,32x10°+ 0,038 6,32x10°+ 0,035
Yarismall Yarismal

Azit 6,60x10"+ 0,041 6,60x10"+ 0,04
Yarigmall Yarigmali

Tiyolre 9,34x10°+ 0,033 4,44x10°+ 0,032
Yarigmall Yarigmali

Siyanir 2,42x10°+ 0,011 2,171x10°+ 0,031
Yarismasiz Yarismasiz

Civa 2,26x10°+ 0,019 2,43x10°+ 0,014
Yarismasiz Yarismasiz

Tablodaki verilere gore demir, azit ve tiyoureniar hki kabak cekird@ icin de
yarismall inhibitorler ve K deserlerinin yaklgik 6 M olduysu gdzlenmgtir. Buna
karsin siyanur ve civanin ise her iki kabak cekfid&in yarismasiz inhibitorler

oldugu ve K deserlerinin yaklaik 2 M olduzu hesaplanngtir.
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4.2. Katalaz enzimi icin saflatirma metotlari sonuclari

Her iki kabak cekirdg@nden elde edilen katalaz enzimi uygun tampon ¢ibeel
kullanilarak ekstrakte edilmive Bolim 3.3.’de anlatilg gibi saflgtirma slemleri

gerceklatirilmistir. Sonuclar Bolium 4.2.1.’de sunulgtur.

4.2.1. Katalaz enzimi icin jel kolon kromotografisisonuclari

Enzimleri saflatirmada kullanilan en yaygin yontemlerden biri d& kolon

kromotogrofisidir.

Bu calsmada her iki kabak cekirg@aden elde edilen katalaz enzimi Tablo 4.7.'deki
islemlere maruz tutularak Pd aktiviteleri hidrojen peroksit substrati kulléamak

hesaplannstir.

Tablo 4.7. Katalaz enzimi i¢in pa aktivite deserleri

Bagil aktivite(240 nm)

Saflagtirma basamaklari Cucurbita maxima| Cucurbita moschata
Homojenat 0,0356 0,0273

%30 Amonyum stilfat 0,0877 0,0362

Diyaliz 0,0180 0,0183

Kolon kromotogrofisi 0,02996 0,0382

Yapilan olcimler sonucu kabak cekirdeklerinden eldiéen katalaz eziminlerinin jel
kolon kromotogrofisinden sonraki aktiviteleri Tallo7.’de verilmgtir.
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4.2.2. Katalaz enzimi icin elektroforez sonuclari & molekul ggirli g1 tayini

Sekil 4.26. SDS-PAGE jeli (A = marker)

Kabak cekideklerindenQucurbita maximave Cucurbita moschajaelde edilen
katalaz enziminin buyuk elektroforez cihazi ilelagfrilmasi sonucu yukaridaki
Sekil 4.21.’de g0Ozlenen jel elde edilgtir.

Buna gore marker'a denk gelen protein miktari Herkabak cekirdgi icin de
belirlenmstir. Kabak cekirdeklerinden elde edilen katalaz enziméam jel Gzerinde
60 ile 8 kDa arasinda gigen ¢ bant g6zlenstir. Bunlardan en belirgini 45 kDa
dolaylarinda oldgu g6zlemlenmitir.
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4.2.3. Bradfort yontemi ile protein tayini sonuclan

1,87
1,67
1,47
1,27

0,8

0,61 . y = 0,0201x + 0,0776
0,41 2

R =0,9891
0,27

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Absorbans (595 nm)
|_\

[BSA] (mg/mL)

Sekil 4.27. BSA stnadart grafi

Bu standart protein grginde elde edilen y=ax+b(y=0,0201+0,0776) denklermmd

yararlanarak elimizde bulunan protein miktari hésapmistir.

Bunun igin kabak cekirdeklerinderCycurbita maxima ve moschatalde edilen
enzim homojenatlari bradfort ¢ozeltileri ile muameddildikten sonra 595 nm’'de

goOzlenen absorbansgileri denklemde yerine konulrgtur.

Kabak cekirdgi (Cucurbita moschatakatalazi icin 16,3125 pL/mL ve bal kaha
cekirdesi (Cucurbita maximp katalazi icin 19,4166 pL/mL protein olglu tespit
edilmistir.



BOLUM 5. TARTISMA VE ONERILER

Bu calsmada Sakarya’da yeén iki farkll tirde kabak cekirgenden elde edilen
katalaz enzimi saflurnlarak, karakterize edilip e#li kinetik 0zellikleri
incelenmgtir. Katalaz enziminin aktivite tayini 25 °C’de $teofotometrede Havir
ve Michale’nin (1987) Luck’e dayandiggdi metoda goére yapilmiir. Aktivitelerin
belirlenmesinde kullanilan spektrofotometrik yontenesas! hidrojen peroksitin
katalaz varkginda su ve oksijene dogiimine dayanmaktadir.

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti suya d@tirirken agia bir mol oksijen
cikmaktadir. Yapilan bu camada hidrojen perksitin su ve oksijene dgimi
katalaz enzimi yardimi ile katalizlenirken meydagelen absorbans azalamasi 240
nm’de Olcllerek aktivite tayin yapilgtir. iki farkli tir kabak cekirdginden katalaz
enzimi oncelikle kismi olarak saffariimis ve saflatirma sirasinda ¢ basamak
kullaniimistir. Bunlar : homojenat hazirlanmasi, % 30 amonwiuiltfat ¢coktirmesi ve
diyalizdir. Tum saflgtirma slemleri yapilirken +4 °C’de buz banyosu kullanikara

sicaklik kontrol altinda tutulrgtur.

Elde edilen homojenatlarin sirasiyla % 0-10 , %200% 20-30 ,% 30-40, % 40-50 ,
% 50-60 amonyum sulfat ¢otirmeleri yapilarak kataaziminin % 20-40 arasinda
en fazla c¢oktgl belirlenmgtir. Daha sonra enzim homojenatli 12 saat boyunca

diyaliz edilmi ve safsiziklar uzakairiimistir.

iki farkli tir kabak cekirdginden elde edilen katalaz enzimi igin yedi farkibstrat
konsantrasyonunda aktiviteleri incelegtmi Elde edilen datalarla 1/V — 1/[S]
Linewear-Burk grafikleri cizilerek K ve Vmax deserleri belirlenmgtir. Linewear-
Burk grafikleri hemen hemen tum enzimggaalarinda siklikla kullaniimaktadiiki
farkli kabak cekirdginden elde edilen katalaz enzimleri ic®ucurbita maxima
katalazi icin K, dezeri 0,01768 M; Vhax deseri ise 81,300 EU/mL olarak elde
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edilmistir. Cucurbita moschakatalazi icin ise k deseri 0,020029 M; W.ax dezeri
ise 58,139 EU/mL olarak elde editii. Giilgin (2002) tarafindan yapilan isirgandan
(Urtica dioica) kismi saflatirilan katalaz enzimi icin ) degeri 0,00217 M ve Wax
567,73 EU/mL; Koksal (2003) tarafindan yapilan KateanadanRrassica oleracea
L. Var. Acephalakismi saflatirilan katalaz icin K degeri 0,00159 M ve Wax 588,2
EU/mL; Dinger (2000) tarafindan yapilan rokad&nuca sativa)kismi saflatirilan
katalaz enzimi icin kK deserini 0,00625M; Havir ve arkaglari (Nicotina Sylvestis)
katalaziicin K, deserini 0,0057 M, Kendall ve arkagar arpa yapraklan icin yar
maksimum aktivite desrini 0,0018 M olarak rapor etgterdir .

iki farkh tur kabak cekirdginden elde edilen katalaz enziminin optimum pH’sini
belirlemek amaci ile pH 3,0-9,0 agahda pH’lar ile cakiimistir. pH 5,0-8,0
arasindakiler 0,2 M'lik fosfat tamponu; pH 7,3-SaBasindakiler ise 0,2 M’hk
Tris/HCI tamponlari  kullanilarak hazirlanghr. Hidrojen peroksit substrati
kullanilarak 240 nm’de aktivite dlgumleri yapilsrue iki farkli kabak ¢ekirdgndeki
katalaz enzimi icin optimum pH 6,8 ve 7,0 olarakirkenmistir. Elde edilen bu
sonug, Gilgin (2002) tarafindan yapilan i1sirgan@éatica dioica) kismi saflatirilan
katalaz enzimi i¢cin pH 7,0 ve Koksal (2003) tardan yapilan kara lahanadan
(Brassica oleracea L. Var. Acephalismi saflatirilan katalaz i¢in pH 7,8 olarak

bulunan sonuglar ile uygunluk géstestii

Iki farkli tir kabak cekirdginden elde edilen katalaz enziminin optimum sigakli
beliremek amaci ile 0-80°C arginda farkli sicakliklarda calimistir.
Calismamizin bu gsamasi gercekigirilirken diyaliz sonrasi elde edilen en ideal
substrat konsantrasyonu ve optimum pH kullargimi Optimum sicakhk
belirlenmesi sirasinda istenilen sicakliklar bunyesu veya sicak su banyosu
kullanilarak gercekkgirilmis ve optimum sicaklik 25 °C olarak tespit editini Elde
edilen bu sonug, Gilgin (2002) tarafindan yapigingandan Yrtica dioica) kismi
saflgtirilan katalaz enzimi icin T 20 °C; Koksal (200@yafindan yapilan kara
lahanadanBrassica oleracea L. Var. Acephalaismi saflatirilan katalaz i¢cin T 20
°C; Dinger (2000) tarafindan yapilan rokad@ruca sativa)kismi saflgtirilan

katalaz icin T 30 °C olarak bulunan katalaz enzinilie uygunluk icerisindedir.
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Kabak cekirdeklerinden elde edilen katalaz enzirgerine L-sistein, L-tirozin,
triptofan, tiyotire, sodyum azid, EDTA ve civanikigtincelenmg ve baglangictaki enzim
aktivitesini % 50'ye dglren inhibitér konsantrasyonlari Tablo.4.4.’de domugtur.

Ayrica kabak cekirdeklerinden elde edilen katalazirei Uzerine metallerin etkisi
incelenmy ve demir, siyanlr, bakir, mangan, cinkonun enzithibe ettgi; kobalt,

kalsiyum, magnezyum ve lityumun ise enzimi aktiviige gozlenmsgtir. Sonuglar
Tablo.4.5."de sunulnstur.

Iki farkli tir kabak cekirdginden elde edilen katalaz enzimi icin demir, sodiaumit,
tiyolre , siyanidr ve civanin inhibisyon turtinu vedi&erlerini belirlemek amaci ile
bir dizi calsma yapilmg ve her bir bilgik icin Linewear-Burk grafikleri ¢gizilerek K
deserleri hesaplanmgiir ve sonuclar Tablo.4.6."da sunulgtur. Elde edilen veriler
neticesinde demir, azit ve tiyolrenin her iki kabedkirdesi icin de yargsmall
inhibitorler ve K degerlerinin yaklgik 6 M oldusu gozlenmgtir. Buna kagin siyanar
ve civanin ise her iki kabak cekirgeicin yarismasiz inhibitorler oldgu ve K
deserlerinin yaklaik 2 M oldyu hesaplanngtir. Bu sonuclar Dinger (2000)
tarafindan yapilan rokaddi&ruca sativa)kismi saflatirilan katalaz icin elde edilen

sonuclar ile uygunluk gdstermektedir.

Saflatirma basamaklarindan elde edilen enzim homojamadiaki protein miktarlari
kantitatif olarak Bradford yontemi (Bradford 197 tayin edilmitir. Bu calsmada
diyaliz sonrasi elde edilen enzimdeki protein nikten tespiti icin bu ydntem
kullaniimis ve bal kabgn cekirdesi (Cucurbita maximakatalazi igin protein miktari
19,4166 pL /mL ve kabak cekirgie(Cucurbita moschatakatalazi icin protein
miktari 16,3125 pL /mL olarak tespit ediltir.

iki farkh kabak cekirdginden elde edilen katalaz enzimlerinin molekglragini
belirlemek amaci ile SDS-PAGE elektroforezi uyguhagtir. Molekul girhg
bilinmeyen protein 6rnek, molekigali g1 bilinen standart proteinlerle birlikte, ayni
jel tzerinde yan yana kuyucuklara uygulanir ve teté@retik olarak ayrilir. Boyama
sonrasinda jelde gozlenen bantlaringkagtiriimasi ile proteinin molekul g@rli g
hakkinda bir fikir edinilir. Yapilan bu c¢camada SDS-PAGE sonucu elde edilen

jelden kabak cekirdeklerindeki katalaz enzimininlekdl agirliklari belirlendi. Her
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iki kabak cekirdgi katalazi icin jel Gzerinde 60 ile 8 kDa arasirtigisen (¢ bant
gOzlendi. Bu bantlardan en belirgin olani 45 kDaaainda teekkul etmitir. Bitkisel
kaynaklarda bulunan katalaz enzimi dort hem iceaktrbirimlerden olgur ve alt
birimlerin molekul &irhiklari sirasi ile 54 ve 59 kDa arasind&idggi bilinmektedir
(Eising and Trelease 1990 ). Ogie kabakta 55 kDa, mercimekte 54 kDa,
salatalikta 54,5 kDa ve pamukta 55 kDa (Kunce ameleise 1986 ) olarak

belirlenmitir.

Bu calsmada katalaz enzimi Sakarya’da yeti iki farkli kabak cekirdgénden
saflgtirilarak karakterize edilmgiir. Enzim homojenati Uzerinde yapilan kinetik
calismalar ve adindan SDS—PAGE ile molekitiragl sonuglari ve Bradfort
yontemi ile elde edilen protein miktari sonuclaabkk cekirdeklerinde katalaz
enziminin bulundgunu godstermektedir. Ayrica yapilan bu gada ile iki farkh
kabak cekirdginde bulunan katalaz enzimlerinin ayni yapisal lidele sahip
olmasina ve ayni reaksiyonlari katalizlemeleringmen farkli organizmalar ve farkh
yetistirme kosullarindan dolayi kinetik 6zelliklerinde ¢cok az kahklar gozlendgi

deneysel sonuclarda rapor edgtii

Sakarya’'da yegen iki farkli kabak cekirdgnden elde edilen katalaz enzimi ve
karakterizasyonu ilk kez calimistir. Boylece elde edilen sonuclarin literatlre katk
sgilayacal ve bundan sonra bu alanda yapilacak olarsmpalara gik tutaca

distindimektedir.
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