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OZET

Anahtar kelimeler: Peroksidaz /askorbat peroksidamano, Cucumis metuliferys
NATIVE / SDS-PAGE, lcli-faz ayirma tekn(TPP).

Bu calsmada, Cucumis metuliferugkiwano) bitkisinden elde edilen Peroksidaz
(POD) ve Askorbat peroksidaz (APX) enzimlerinin ik Ozellikleri incelenmytir.
POD (clu-faz ayirma tekgi (TPP) ve diyaliz glemleri ile kismen saftduriimistir.
SDS-PAGE ve Native PAGE yontemleriyle saflik kohirgapiimstir. Ham enzim
kullanilan karakterizasyon cstnalarinda 4-metil katekol, ABTS, guaiakol, kafeik
asit, o-dianisidin, o-fenilen diamin, progallol, tkkol, gallik asit ve HO,
substratlari kullanilngtir. Her bir substrat icin Michaelis-Menten sabiy) ve
maksimum reaksiyon hizi (M, hesaplanmtir. Kafeik asit en ylksek substrat
spesifikligine sahiptir. Enziminin optimum pH’si 4,0-7,5 arela ve optimum
sicaklgl ise 30 — 40C arasinda bulunmgtur. Kiwano POD enzimini Na tiyouire,
KCN, L-Sistein, EDTA, SDS, Triton X-100 ve L-Glugain, Zr?, Mg, Fe?, Pb?
Sn? metalleri, metanol, DMSO, aseton, etanol, 1-biitaBgropanol, kloroform ve
etil asetat organik ¢dzuculeri inhibe etmektedek Bok POD enzimini 2- merkapto
etanol inhibe ederken kiwano POD enzimini inhibmerhitir. Bazi aminoasitlerin
POD enzimi Uzerine etkisi incelegthde L-histidin en yiksek aktivasyona, L-prolin
en yiksek inhibisyona sebep olgtur. POD optimum iyonikiddeti NaCl’ in 4 mM
konsantrasyonunda c¢ikgtir. Yapilan POD depolama kararglisonucuna gore; oda
sicaklginda dort yiiz saat sonrasinda enzim aktivitesi %84C’ de altmg giiniin
sonrasinda 83%, -2C’ de yiiz otuz beglin sonrasinda % 73 oraninda azegtmi

Kiwano askorbat peroksidaz (APX) enziminin maksimuaitivite gosterdii
optimum pH ve sicaklik derleri sirasiyla 6,2 ve 3 olarak bulunmgtur. Kiwano
APX enzim kinetginden elde edilen sonuclara gorey e Vimax deserleri sirasiyla
askorbik asit icin 284.80 uM, 0.0035 EU/dk,@®4 icin 64.90 uM, 0,0077 EU/dk.
olarak bulunmstur. Kiwano APX Uzerine Najl KCN, 2-merkapto etanol, L-sistein,
EDTA, iyodoacetamid, 2-nitrobenzoik asit ve L-ghytan’nun inhibisyon etkisi
incelendginde L-Glutatyon ve EDTA hari¢ hepsinin inhibisyetkiye sahip oldgu
bulunmuytur. Metal iyonlarinin APX aktivitesi lizerine etkisonucuna gére F&
Cu"?, Ba'? metallerinin bazi konsantrasyonlarinda aktivasyselep olurken, ger
metaller inhibisyona sebep olgtur. APX enzimi Uzerine amino asit etkisi
calismasinda; L-prolin en iyi aktivator olarak, L-glutdasit ise en etkili inhibitor
olarak gorev yapmaktadir.

Xiv



KINETIC PROPERTIES OF SOME PEROXIDASES FROM
KIWANO (Cucumis metuliferus)

SUMMARY

Key Words: Peroxidase/Ascorbate peroxidase, kiw@uzumis metulifers; Native
| SDS-PAGE, three phase partitioning (TPP).

In this work, it is investigated the kinetic profies of peroxidase (POD) and
ascobate peroxidase (APX) obtained fr@ucumis metuliferugkiwano). POD was
partially purified by using Three Phases Partitigni(TPP) and dialysis. The
purification of POD was detected by SDS-PAGE andtivda PAGE. 4-
methylcatechol, ABTS, guaiacol, caffeic acid, onilsidine, o-phenylenediamine,
pyrogallol, catechol, gallic acid and ,8, substrates were used in the
characterization studies of crude enzyme extradthd&lis-Menten constant (K
and maximum reaction velocity {¥y were calculated for each substrate. Cafeic
acid has the maximum substrate specifity. POD’svopn pH and temperature were
found between 4,0-7,5 and 30-40 respectivelyPOD activity was inhibited from
NaNs, thiourea, KCN, L-cysteine, EDTA, SDS, Triton X@@nd L-glutathione,
Zn*?, Mg", Fe? PB? Sn? metal ions, methanol, DMSO, acetone, ethanol, 1-
butanol, 2-propanol, chloroform and ethyl aceté@emercaptoethanol acts as an
inhibitor for many PODs, but not for kiwvano POD. @Mhthe effect of some amino
acids on the POD was investigated, L-histidine tieanaximum activation and L-
Proline maximum inhibition. Optimum ionic strengthPOD was found in 4 mM of
NaCl. As a result of enzyme storage stability, @D activity decreased %84 at the
room temperature after 400 hours, 83% at’@4after 60 days and % 73 at -20
after 135 days.

The optimum pH and temperature that ascorbate mE®s (APX) has maximum
activity were obtained as 6,2 and ¥D, respectively. In the results of APX kinetics,
the Ky and Vihax Values were found as for ascorbic acid 284.80 QR0O35 EU/min.
and for BO, 64.90 uM, 0,0077 EU/min., respectively. When itsearched the
inhibitory effect of NaN, KCN, 2-mercaptoethanol, L-cysteine, EDTA,
iodoacetamide, 2-nitrobenzoic acid and L-glutateion the APX, all of them except
L-glutathione and EDTA caused to inhibition. Asesult of some metal ions effect
on APX activity, whereas F& Cu™” and B&? metal ions lead to activation in the
some concentrations of them, other metals leachidition. In the study of the
amino acid effect on the APX; while L-proline aets the best activator, L-glutamic
acid acts as the most effective inhibitor.
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BOLUM 1. GiRiS

Oksijen insan ygami i¢in ¢ok elzem olmasina kar, normal metabolizma sirasinda
uretilen bazi reaktif oksijen tarleri (ROS) vicudggun bir zarar verme
potansiyeline sahiptir [1]. Goinu serbest radikallerin aftwrdusu ROS normal
oksijen molekiluyle karlastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha ytksek olan

oksijen formlaridir [2].

Serbest radikaller glyoriingesinde paydmams bir elektron taiyan kimyasal
drtnlerdir. Radikal olmayan bir atom veya molekiilder elektron ¢cikmasiyla ya da
atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle gldar. Olwan radikaller ¢ok reaktif ve
kararsizdirlar. Oger molekullere elektron verebildiklerinden ya ddaodan elektron
alabildiklerinden dolay! vicutta indirgeyici veyakseltgeyici olarak davranirlar
[3-5].

Bitkilerde serbest radikaller endojen olarak kldegplardaki fotosentez
reaksiyonlarinda, plastit ve peroksizomlarda, notokilerdeki sitrik asit
dongusinde NADPH oksidaz, hiicre duvari peroksidaz&amino oksidazlar gibi
enzimlerin etkisiyle olgur [6-8]. Kuraklik, diguk ve yiksek 1si derleri, &ir
metaller, UV gk, beslenme noksanliklari, yiiksek derecede tustinmg ytkseksik
stresi ve hipoksi ise ekzojen serbest radikal kiakamadir [9,10]. Serbest radikallerin
olusturdusu oksidatif stres; normal fonksiyon gosteren hixeeorganizmalardaki
molekillerde enzimatik olmayan oksidatif hasarinikbni ile karakterize olmsy
durumu ifade etmektedir [11].

ROS olarak da adlandirilan serbest radikaller, siks# anyonu (@-e), hidrojen
peroksit (HO,), hidroksil radikali (OHe) ve singlet oksijend,) gibi tiirleri icerirler.



ROS'nin etkileri uzun sureli olarak kabul edilmeki® canlilarda hastaliklara,
yaslanmaya neden olmaktadir. ROS gecici olarak meyd@hdikleri gibi enzimatik

olarak da meydana gelmektedirler. ROS’nin enzimkénaklari hem ekstraseluler
hem de intraseltlerdir [13]. Buyik ROS kaynaklaticte duvarlarinda bulunan
peroksidazlar ve aminoksidazlar, plazma membranimglanan NADP oksidaz,
mitokondri, kloroplast, peroksizomlarda bulunan raseliler oksidaz ve

peroksidazlardir [14].

Serbest radikallerin neden ofglu oksidasyonlari 6nleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetgme sahip maddelere “antioksidan” adi verilir [15].
Antioksidanlar mekanizmalarina gore, birincil vénikl antioksidanlar olmak tzere
ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar, mevcuadikallerle reaksiyona girerek
bunlarin daha zararli formlara danielerini ve yeni serbest radikal eumunu
Onleyen bilgiklerdir. Birincil antioksidan kategorisinde yeraal siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz ghizim sistemleri serbest
radikalleri yok etme yeteg@endedir. Bu enzimler genel olarak serbest radikaille
DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bgenlere zarar vermesini sinirlandirmak
suretiyle bir hiicresel bolgedengdiine gegiini de 6nleyebilmektedirlerikincil
antioksidanlar ise; oksijen radikalini yakalayanradikal zincir reaksiyonlarini kiran

C vitamini, E vitamini, Urik asit, bilurubin ve pénoller gibi bilesiklerdir [16].

Bitki dokulan stres kgullari altinda hicreleri korumak ve ROS duzeylekantrol

altinda tutabilmek icin ROS’'ni ortadan kaldiran SOOAT, Peroksidaz (POD),
Askorbat Peroksidaz (APX) vs. g#i enzimler ve dguk molekuiler girhiga sahip
antioksidanlari (Askorbat, Glutatyon, Fenolik Bilder, Tokoferoller vs.)

icermektedirler [17].

Dogal antioksidanlar bitkilerin butiin kisimlarinda noattur. Bunlar karotenoitler,
vitaminler, fenoller, flavonoitler, glutatyon ve dojen metabolitleri icerir. Bitkisel
kaynakli antioksidanlar singlet ve triplet oksijenenceri, serbest radikal gidericisi,
peroksit parcalayicisi, enzim inhibitorleri ve gsjigtler olarak fonksiyon gorurler
[18]. Sebze ve meyveler de bircok antioksidan rari[19]. Dazal antioksidan



bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyveletdeumlarda, yapraklarda,
ciceklerde, koklerde ve kabuklarda bol miktardaubuhaktadir [20].

Bitkilerin hayvansal organizmalarin diyetlerinin &gni zamanda antioksidanlarin en
onemli kayngini olusturmasi nedeniyle gelecekte oksidatif stres veoasiilatif

mekanizmalar agisindan daha fazlgtn@ma konusu olaga ortadadir.

1.1. Peroksidaz Enzimiyle Daha Once Yapilan Cainalar

Spitzer ve arkaddari (1924) tarafindan yapilan bir gahada peroksidaz enziminin
en yaygin enzim oldiu belirtiimistir. POD enziminin bitlin yam organizmalarinda
ve bunun yaninda hem bitki hem de hayvan dokularimdundguna deginilmistir.
POD'un sahip oldgu farkh bir 06zellgininde, bozulmaya direncli olgu
vurgulanmgtir. POD’un hala dgru enzim olup olmagh c¢ozilememy bir sorun
oldugu, varlginin kaniti ise bu enzimin yalnizca etkisinden @bvaoldyu ifade
edilmistir. Bu enzimlerin etkileri, govdelerinin kimyasatlogasi calgilarak
argstirllabilecesi one surulmgtir. Bir enzimin fonksiyonu, bir eylemin hizlanmiasi
saglayan katalizor oldgu fakat higcbir zaman son Urunler arasinda goringnelle

getirilmistir [21].

Mliki ve arkadal (1992) Streptomyces cyaneuStreptomyces curacdien elde
ettikleri hiicre ici POD enzimini safiarmistir. POD o-dianisidine kar bir aktivite
gOsterdgi belirtiimis olup, Ky deseri 17,8 mM olarak bulunngtur. POD optimum
pH dezeri ise 5,0'tir. Peroksidaz enzim spektrumu sodyitiyonit ile indigemeden
sonra yok olmg 405 nm’de bir soret bant gostestm. Bu enzimin hemoprotein
yapida oldgunu kanitlamaktadir. Enzim aktivitesi Uzerindesitie inhibitorlerin
etkilerinin incelenmesi sonucunda bu enzim PODvétksine sahip bifonksiyonel bir

enzimdir [22].

Pomar ve arkagtar1 (1997) bir peroksidaz (EC 1.11.1.7) enzimiepBadex G-100,
Q-Sepharose ve Superose 12 PC 3.2/30 kolonlarifidgeakromatografisi yoluyla
takip edilen amonyum silfat fraksiyonu ile karabden yaklaik 300 kere

saflgtirmistir. Saflgtirilan enzimin jel filitrasyonuyla belirlenen méi@ agirh g 50



kDa olarak bulunmgtur. Enzimin kararli oldgu pH’in 6,0 - 9,0 arasinda gistigi
bulunmutur. POD enziminin yiksek sicakliklara direncliwid bulunmugtur [23].

Vitali ve arkadalari (1998) 29 giinde toplangnkultir ortaminda bulunan yabani
sinamekinden POD enzimini saftamistir. Molekdl &irligi SDS-PAGE yoluyla
yaklasik olarak 43 kDa, jel filitrasyonu ile 50 kDa olar@ulunmutur. POD kafeik
asit, ferulik asit ve guaiakol gibi @al fenoliklere ve alkole kar ylksek bir
spesifiklikle karakterize edilrgiir. Bu enzimin hiicre duvarinin odugiiaa stirecinde

rol aldigi belirlenmitir [24].

Rodriguez ve arkadgkri (2000) tarafindan kavun meyvesinden POD enznyion
desisim kromotografisi yoluyla kismen saflariimistir. POD askorbik asit (AsA)
Uzerinde aktivite gostermestir fakat yiksek oranda guaiakol’l yukseltgstini Bu
enzimin optimum pH’I 5,5 olarak bulunitur. indirgeyici substarat olarak ABTS
kullanimiyla yapilan kinetik caimalar gostermstir ki yetisme ortaminda artan
tuzluluk, hem HO, hem de indirgeyici substrat Uzerindeki POD enzimikinetik

parametrelerini d&@stirmemistir [25].

Deepa ve arkadkr (2002) palmiye gaci y&indan Elaeis guineensis Jaqgg.elde
ettikleri POD enzimini, amonyum sulfat coktirmeanyon dgisim kromatografisi
ve molekuler ddama kromatografisi yoluyla saffarmistir. Elde edilen safldirma
derecesi enzim aktivitesinin %54 verimgilile 429 olarak bulunmyiur. Denattire
sartlar altinda safkurilmis enzim elektroforezi molekul garliginin 48+2 kDa
oldugunu gosterngtir. Cok yiksek pH ve termal kararhliklar gésterea enzimin
optimum pH’1I 5,0 olarak bulunngtur. Guaiakol, ABTS ve pirogallol icin sirasiyla
Kwm degerleri 3,96 - 1 - 0,84 mM olarak bulungtur [26].

Onsa ve arkaghri (2004) iki membrana i@ mPOD-I ve mPOD-II'yi Sagu
palmiyesi Metroxylon sag)iden saflgtirmis ve izole etmitirler. SDS-PAGE
yoluyla mPOD-I ve mPOD-II igin belirlenmiolan molekuler @rliklarn sirasiyla
51,2 ve 43,8 kDa olarak bulungtur. Her iki enzimin substratlarla etkjlmesi
yiksek verimlilik gosternstir. izoenzimler p-kumarik asit, metabisulfit ve AsA

tarafindan yiiksek derecede inhibe editii Inhibisyon etkisekli ve bu inhibitorler



icin inhibisyon surat sabiti (KI) derleri belirlenmgtir. POD’larin aktiviteleri C&
ve Fé3 ile yuksek derecede ggirilmistir. Fakat Znz2 ile bir dereceye kadar inhibe
edilmigtir [27].

Ikehata ve arkag&ar (2005) Coprinus cinereus UAMH 4108e Coprinus sp.
UAMH 10067den mantarimsi POD enzimleri satl@amis ve karakterize etrglirler.
Saflastirllan Coprinus POD molekilgaliklari 36 kDa olarak bulunngtur. Bu iki
Coprinus POD enziminin katalitik 6zellikleri hem rhahem de safkuriimis
formlarinda hemen hemen 6zddmasina rgmen kararlliklarinin ¢ok farkh oldiu
bulunmutur. Coprinus sp. UAMH 1006dan elde edilen POLT. cinereus UAMH
4103den elde edilenden temejartlar altinda 50 °C’'de daha kararli olarak
bulunmutur. ilk enzim, sulu fenolsiemlerinde pH 9,0’da ikincisinden daha iyi bir
sekilde uygulanmgtir. Coprinus POD fenol giderme verimili evvelce cakiimis
bitki peroksidazlariyla karlastiriimistir. Coprinus sp. UAMH 1006dan elde edilen
POD daha gesicalsilan pH aralgl, daha yiksek termal ve alkalin karaghli

endustriyel atik su uygulamalari i¢in avantajlibolecesi belirtilmistir [28].

Johri ve arkadgari (2005) sinif Il POD enziminin (EC 1.11.1.7W06rt tipini
Withania somniferd AGB 002) koklerinde saptagtir. Bunlardan biri dierlerine
gore kiyaslanginda bozunmamagartlari altinda poliakrilamit jeller tGzerinde yagva
bir hareketlilik gostermgtir. WS1, WS2, WS3 ve WS4 olarak belirlenen dorttPO
enziminin hepsi iyon dgsimi, affinite ve hidrofobik kolonlar kullanilarak FLC
yoluyla hiicre serbest 6zutinden sgffamistir. POD’larin saflgl spektral analiz ve
SDS-PAGE yoluyla tespit edilgtir. Saflgtiriimis POD’lar 34 ve 48 kDa arasindaki
molekdl a&irliklarilyla monomer glikoproteinler olgw bulunmgtur. POD’larin
hepsi pH 3,0 - 9,0 alani arasinda kararli, sonagesecakiga dayanikli ve pH 5,0’de
sabit olarak aktif oldgu bulunmytur. Ek olarak butin POD’lar genellikle guaiakol,
ABTS ve o-dianisidin gibi fenolik substratlar yigtgeyebildgi belirtilmistir [29].

Saraiva ve arkadkri (2007) zeytinden(flea Europaea l). elde ettikleri POD
enzimini elektroforetik homojenlik icin saffarmistir. POD’un optimum pH ve
sicaklgl sirasiyla 7,0 - 34,7 °C olarak bulungtur. H,O, ve fenol igin K, degerleri

sirasiyla 41,0 ve 0,53 mM olarak bulumgtur. POD enziminin aciklanmasi igin



entalpi ve 1sI kapasitesindeki aktivite ve sicaldrkfilinden cikarilan denatirasyon
sicaklgl ve deisiklikleri sirasiyla 36,5 °C, 411,2 ve 13,6 kJ moK™ olarak
hesaplanmgtir. POD enzimi tarafindan yukseltgenen fenol igktivasyon enerjisi
99,1 kJ mot? olarak bulunmgtur [30].

Rudrappa ve arkaglari (2007) pancarin genetik olarakgdgiriimis kok kultirleri
ile Uretilmis hicre ici POD, 15 kez aktivite agtiile sonuclanan iyon ggsim
kromatografisi ve amonyum sulfat ayrimsal damitmasibirlesimi kullanilarak
saflgtirmistir. POD enziminin pH 5,0'te en yuksek aktivite kararlilik gosterdii
belirtiimis olup 70 °C’de 20 dk stresince aktiviteyi % 70’irstiinde tuttgu
gorulmistar. Saflatirilmis enzim, substrat olarak en yiksek tercih olaralO#fi
gostermgtir. H,O.'in Ky deseri 0,1 olarak bulunmgur. H dondrleri arasinda
enzim, o-dianisidin-ABTS-guaiakol sirasina goredffinite gosterdii bulunmutur.
Saflatirllmis POD enziminin aktif boyama ve SDS-PAGE ile molekgirligi 45
kDa olarak bulunmgiur [31].

Belcarz ve arkadgarn (2008) POD lahanadan kismen sgftanis ve izole etmytir.

POD icin optimum pH 6,0, optimum sicakhk 40 °C raka bulunmygtur. POD 4
°C'de 4 hafta depolanma siresince tamamiyla aktivgbstermtir. Kinetik

calismalar gore, ABTS (0,0377 ve 0,0625 mM) ve o-diahrsi(0,357 ve 0,286
mM)’e ait Ky degerleri guaiakol (6,41 ve 13,89 mM)'den dahasiéki deserlere
sahiptir [32].

Fang ve arkad#ari (2008) peroksidaz aktivitesi Uzerinde yikselsib¢ ve sicaklik
islemlerinin etkilerini argtirmigtir. 200 MPa’dan 600 MPa'ya @sen basing
seviyeleri ve 10 °C’den 50 °C’e gigen sicakliklar 30 dk boyunca uygulagtm
Analizler, kivi meyve suyu icindeki ham POD ve Inodel sistem icinde kismen
saflgtirllmis POD Uzerinde uygulangtir. 400 MPa’'dan daha yiksek basinglar
enzim inaktivasyonunu hizlandirmak igin hafif bincaklikla &€ 50 °C)
birlestirilmi stir. Ilk 15 dakikadan sonra maruz birakma siiresinin ugaimayik bir
etki gostermengtir. Ayrica POD icin pH dgeri 6,0 - 8,5 arasinda bulungtur [33].



Serrano martinez ve arkatkr (2008) kirmizi tath biberden elde ettiklerOP
enzimini, % 30 ve % 80 arasinda amonyum sulfatsisedou ve Triton X-114 ile
ayrilan fazin bir kombinasyonunu kullanarak kismeaflgstirmistir. H" donori
olarak ABTS kullanilarak optimum aktivite pH 4,5achk elde edilmi ve Ky
deserleri ABTS ve HO, icin sirasiyla 0,495 ve 1,32 mM olarak bulurgtown. Bir
kac indirgeyici etkenin etkisi ¢alimis ve AsA en aktif etken olarak belirlengtir.
Termal inaktivasyon c¢aimasi inaktivasyon kinedi icin bir ilki gOstermg ve
Arrhenius ¢izimi 151 kJ / mol @erinde bir inaktivasyon enerjisingdeser bir esim
ile duz bir cizgi vermitir. Kaydadger inaktivasyonun 40 °C’den buyidk
sicakliklarda meydana gegaligoralmistir [34].

Marqueza ve arkadiri (2008) bir hiicre duvari peroksidazini, ultigrdsyon ve
Sephacryl S-200 uzerindeki jel filitrasyon kromatfgsi ile olgun vanilya
tanelerinin bir polivinilpoliprolidin (PVP) ekstrakdan saflgtirmistir. Native jel
filitrasyonu yaklaik olarak 186 kDa olan tetramer enzim formugddandginda
SDS—-PAGE ile molekil @rligi 46,5 kDa olarak belirlenrgtir. Guaiakol substrati
kullanilarak belirlenen g, optimum pH ve sicaklik gerleri sirasiyla 3,8 mM, 3,8
ve 16 °C olarak bulunmtur. POD enziminin NaB 2-merkaptoetanol ve 1,4-
ditiyotreitol ile inhibe edildgi bulunmutur. POD 1 mM NaEDTA, SDS ve AsA

varhginda azalan bir aktivite géstegdbulunmuytur [35].

Fortea ve arkaghari (2009) POD enzimini Triton X-114 kullanilardkr masa
Uzumunden ekstrakte ederek spektrofotometrik matoghardimiyla karakterize
etmistirler. POD asit sokuyla etkinlgtirilmistir. Fakat SDS varfinda POD
inaktiflestiriimi stir. POD enzimi izlenilen Michaelis—Menten kinegki yoluyla
karakterize edilmtir. Peroksidaz enzimi icin ¥ ve Vmax degerleri ABTS icin
sirasiyla 0,79 mM ve 1,20 mM / dk olarak buluntou HO; igin bu deerler
sirasiyla 0,4 mM ve 0,93 mM / dk olarak bulurgiom. POD, 75 °C’de 5 dakika
boyunca bekletildikten sonra @ aktivite kayibi % 90'dan buylk olgu
gorulmistar. Ayrica POD’un aktivasyon enerjisi 271,9 kJ dlmlarak bulunmsgtur
[36].



Manu ve arkada (2009) POD amonyum sulfat ¢oktirmesi, katyogigleni, anyon
desisimi ve jel filitrasyon kromatografisi yoluyla kday diutme endustrisinin
Urettigi bugday kepginden saflatirmistir. Glikoprotein olan bu enzimin molekdl
agirhgr 44 kDa, optimum pH'si 4,8 ve karbonhidrat igeri% 13.8 olarak
bulunmutur. Saflgtirma siresince kalsiyumun katilimi enzim verimrei spesifik
aktiviteyi arttirdgi gozlenmigtir. Kalsiyum varlginda saflatiriimis enzim artan bir
termal kararlilik gosterngiir. Kalsiyum ilavesinde triptofan floresangimda deisim
gozlenmemgtir fakat 403 nm’de heme emilimi, heme cevresindegigiklik
gosterdgi bulunmytur. Kalsiyumun bgday kepg POD enziminin heme yapisini,
enzimatik aktivitesini ve termal kararfilni korumak igin esas oldgu belirtilmistir
[37].

Cai ve arkadgari (2011) 6nemli bir biyo-dizel kaygiaolan Barbados findindan
elde edilen POD amonyum sulfatla c¢oktirme, diyake iyon de&isim
kromotografisini kullanarak saffarmistir. SDS-PAGE ile tespit edilen saftailmis
enzimin molekuler @arligl 48 kDa civarindadir. Jel filtrasyon analizi enmimormal
sartlar altinda monomer yapida ofgunu gostermektedir. Saflariimis enzim
guaiakol ve o-fenilendiamin ideal substratlari dabstrat spesifikfine sahiptir.
Guaiakol icin POD enziminin optimum sicaklik, pH Kg dezerleri sirasiyla 660C,
5.0 and 0.17 mM’ dir. Ayrica, NaCl (2.5 M) POD akiesini 6nemli derecede
artirmstir. Saflgtiriimis enzim yiksek sicaklikta (A€’ de 1 saat inkiibe edildikten
sonra 70% kalan enzim aktivitesi), u¢ pH araliklda (pH 3-12'de 2 saat inkibe
edildikten sonra 93% ve Uzeri kalan enzim aktivjtesyuksek NacCl
konsantrasyonunda (1-4 M NaCl ile 2 saat inkiibédiétien sonra 88% ve Uzeri
kalan enzim aktivitesi) ve organik ¢ozicu ile sfte organik ¢ozicu ile 54 saat
boyunca inkube edildikten sonra 95% ve Uzeri katazim aktivitesi) kararldir.
Ayrica, POD 20 mM HO,, 8 M Ure, 3 M guanidin hidroklorir ve 20 mM EDTAY
karsi direnclidir. Fakat peroksidaz aktivitesi NgaN2-merkaptoetanol, ditiyotreitol,
DMSO, toluen ve demir iyonu tarafindan oldukca Ibhiedilmektedir. Oda
sicaklginda 14 gun ve 4 °C’ de 180 gun boyunca enzimmafiau korumstur [38].

Veda P. ve arkadkari (2012) olgunlsgmis papaya meyvesinde bulunan POD’un

aktivitedeki azalmayla karakterize edgdii bulmutur. POD amonyum silfat



¢coktirmesi, iyon d@sim ve molekuler ddama kromatografisi basamaklari
uygulanarak safkauriimistir. POD, 44.37 % verimle ve 68.59 spesifik akgvite
30.22 kat saflgiriimistir. Saflgtiriimis POD her biri 85 kDa iki alt tnite ve biri 70
kDa olan ~240 kDa heterotrimer olglu bulunmgtur. Saflgtiriimis enzimin
optimum pH ve sicaklik derleri sirasiyla 7.0 ve 40 °C olgu gorulmitar.
Guaiakol, o-dianisidin ve AsA substratlari icinyKieserleri sirasiyla 0.8, 0.125, and
5.2 mM olarak bulunmygur. HO, icin Ky degeri 0.25 mM’dir. Salisilik asit 5guM
konsantrasyona kadar POD enzimini aktive ederkan,dgerin Uzerinde bir
konsantrasyonda inhibitér olarak davrandbulunmuytur. C&" ve Md¢f* POD'u
aktive ederken Napl SDS, and Triton X-100 inhibe etgtir [39].

POD enzimi bircok bitkiden safjlariimistir. Brokoliden [40], tatli patates
yumrularindan [41], i1sirgan otundan [42], briksdldnasindan [43], kara lahanadan
[44], bamyadan [45], portakaldan [46], cay yaprakidan [47], havuctan [48], y#&
bezelyeden [49], ispanaktan [50], domatesten [&GHkten [52], karnabahardan [53]

yapilan saflgtirma calgmalari verilebilir.

Bitkilerden saflatirilan POD ile ilgili yapilan ¢agmalarin hepsinde bir¢ok izoenzim
yapilar bildirilmistir. Cesitli bitki kaynaklarindan safkdirilan bu izoenzimler igin
genelde farkli molekulergarlik, stabil sicaklik, optimum pH, substrat spiesi ve
fizyolojik rol tespit edilmitir [40]. Ornesin enzimin molekul kutlesi brokoli [40] ve
domateste [51] 43 kDa, hurma yapraklar [26] 48 k@arak tespit edilngtir.
Oldukca farkli molekul kutleleri ise cilekte [52b6kDa olarak bildirilmgtir. Son
zamanlarda Gulcin ve Yildirnm (2005) tarafindanakananadanBrassica oleracea
var. Acephala) safi@irilan POD enziminin molekul kitlesi SDS-PAGE nugla
95 kDa olarak bulunmyur [44]. Yine optimum pH dgerleride 4,5-6,5 arglinda
desisiklik gostermekte [40] ve enzimin asidikartlarda daha iyi fonksiyon

gosterdgini ortaya koymaktadir.

1.2. Askorbat Peroksidaz Enzimiyle Daha Once YapilaCalismalar

T. Ishikawa ve arkagtari (1996) sitosolik APX enzimini komatsurBréssica rapa
yapraklarindan saffaarmistir. Jel filtrasyon ve SDS-PAGE kullanilarak safialan
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enzim 28 kDa molekul@rliginda olup monomer yapidadir. Enzim pH 6.5 ve 38°C
de maksimum aktivite gostergnipH 6.5 ve pH 7.5 arasinda 35°C’ de aktivitesitsab
kalmistir. KCN ve NaN tarafindan enzimin inhibe edilmesi hemoproteinuglchu
gostermektedir. APX enziminin, AsA ve,8; icin Ky degerleri sirasiyla 402 + 11
MM ve 24 £ 1.5 uM’ dir [54].

Ohya T. ve arkaddéarn (1997) APX japon turpununR{phunus satiwsl.)
koklerinden saflgtiriimistir. APX 28 kD molekul girligi ile monomer yapidadir ve
askorbat tarafindan stabilize edifim. Enzim 6.0 optimum pH derinde substrat
olarak askorbati kullanir fakat guaiakol, 3,3-diaobenzidin, katekol veya D-izo-
askorbati kullanmaz. Saflariimis APX, AsP’nin ortamda olmagh durumda
karasizdir [55].

S.De Leonardis ve arkagdari (2000) patates yumrusund&o{anum tuberosuri.)
mitokondriyal APX saflgtirmistir. Patateste bulunan enzim mitokondrinin igine
yerlesmis olarak gortundr. SDS-PAGE ile tahmin ed@idikadariyla, mAPX’ in
molekuler @irhigt 31 kDa ve sitosolik enziminkine benzerdir, faka¢natire
olmayan PAGE'deki hal hareketliligi sitosolik APX'den farkhdir. AsP ve D,
icin Ky deserleri sirasiyla 76.1 = 23.1 ve 80.3 + 24M ve sitosolik enziminkinden
yuksektir. Mitokondriyal APX mersalil ve p-hidrokserkiribenzoat (p-HMB) gibi
sulfhidril reaktiflerinin inhibe etmesine karduyarhdir. Patates yumru mitokondrisi
icindeki toksik oksijen tirlerinin temizlenmesindatokondriyal AsP—APX sistemi
onemli bir rol tGstlenmektedir[56].

Dalton ve arkadgari (1987) soya fasulyesi yumrularindan APX enmimi
saflgtirmistir. SDS-jel elektroforez yontemiyle 30,000 molekatirliginda bir

hemeprotein oldgu bulunmygtur. KCN, NaN, CO ve GH, inhibitor olarak
davranmaktadir. Guaiakol, o-dianisidin ve pirodallgibi fizyolojik olmayan

indirgeyiciler enzim icin substrat olaraflev gostermektedir. NADPH, indirgengni
glutatyon igin aktivite tespit edilmestir. Ky, deseri AsP i¢in 70 uM ve kD, icin 3

UM olarak bulunmgtur [57].
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1.3. Calsmanin Amaci

Enzimlerin 6zellikleri ve katalitik potansiyeli hialnda edinilen bilgi enddstrinin
enzimlerden bircok alanda faydalanmasina sebep stimuEndustride icerdikleri
kaynaktan ziyade izole edilgiolan enzimler kullaniimaktadiizole edilm§ olan
enzimlerin daha spesifik olarak etki etmesi, potgierinin daha iyi
standartlgtirilabilmesi, saklama kuollarinin daha kolay olmasi enzimlerin izole

edilmesinin sebepleri arasinda gosterilebilir.

Endustrinin ¢gitli alanlarinda enzimler kullaniimakta ve yapilaalismalar yuksek

verimle sonuclanmaktadir. Bu yuzden enzimlerin lidkkynaklardan izole edilmesi,
saflgtirilmasi, sahip olduklari 6zelliklerin karakterizedilmesi ile endustride
enzimlerin kullanilabilirlgi arsgtirlmakta ve bu cajmalarin gin gectikce hem
deseri hem de sayisi artmaktadir.

Peroksidaz enzimleri blaca ilag, kimya, gida olmak Uzere bircok enduataninda
kullaniimaktadir. Endustriyel atik sulariniglenmesi, sentetik boyalarda renk
giderilmesi icin peroksidaz enzimleri 6zellikle ¢dr edilmektedir. Yiksek termal
kararliligi, aktivite 06lgum kolayllg ve bozulmaya kar direngli olmasi
peroksidazlarin endustrideki gkrini artirmaktadir. Bu etkiler gundldigiinde
peroksidaz enzimi Uzerinde yapilan galalar, yeni ve daha verimli sonuclar elde

etme acgisindan 6nem arz etmektedir.

Literatiirde kiwanoQucumis metulifergsle ilgili enzim, enzim karakterizasyonu ve
saflgtirma calsmalarinin yapiimangiolmasi materyal olarak secilmesinde énemli

bir etken olmutur.

Bu calsmanin amaci, KiwanoQucumis metuliferysbitkisininden POD ve APX
enzimlerinin izolasyonu, kismi saflariimasi, optimum pH, optimum sicaklik,
depolama kararlgm, optimum iyoniksiddet, tuz toleransi, substrat spesifiklve

¢ssitli kimyasal maddelerin enzimlerin aktiviteleri éizne etkisinin incelenmesidir.



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, canli hicreler tarafindan sentezlenemji carganizmalardaki kimyasal
reaksiyonlari katalizleyen ayrica yan Urinsalmuna izin vermeyen %100’luk bir

artin verimi sglayan biyolojik katalizorlerdir [58].

Canlilari olgturan molekdiller, yani biyomolekdller kinetik yondeldukca kararli
olup, kendilginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki Kimyasal olaylar
enzimler aracifiryla gerceklgtirilir. Biyomolekdllerin kararlilgr su 6nemli sonucu
sglamaktadir; hicre icinde enzimi olmayan bir reagesiyhemen hemen vuku
bulmaz, kendilkinden reaksiyonlar meydana gelmez. Bunun anlamginger

protein yapisinda oldgiw ve DNA tarafindarsifrelendigi icin, bir hicredeki tim
olaylar DNA seviyesinde dizenlenip, kontrol edilrrezkr demektir. Buradan,
enzimleri sadece katalizor 0zglliile nitelemenin eksik bir tanimlama olaga
anlgilmaktadir. Gercekten, bu molekuller, bir hicreygeatlerinden farkli kilan

Ozelliklere ait bilgilerin DNA’'dan aktariimasiniménemli araclaridir [59].

Enzimler, reaksiyonlari milyonlarca kez veya dah#d (16-10%° kat) hizlandirirlar.
Gergekten biyolojik sistemlerde bazi reaksiyonlazienlerin olmamasi durumunda
sonsuz derecede yavalerlemektedirler. Orngn CO, nin enzim varkinda
tasinmas! (akglere) enzim olmagi duruma goére 10kat daha hizhidir. Bitin
reaksiyonlar termodinamik yasalar gecerli @duwibi biyokimyasal reaksiyonlarda
da termodinamik yasalar gecerlidir [60].

Bugln yaklaik 2000 kadar enzim tanimlangnibircasu saf halde elde edilip
kinetikleri incelenmg ve 200’den fazlasi da kristallendirilgtir. Ancak yapilan
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genetik cakmalar daha tespit edilmegnbircok enzimin varfiini gostermektedir
[59].

2.1.1. Enzimlerin adlandiriimalari ve siniflandiriimalari

Enzimlerin Grine dongiirdikleri maddelere, substrat denir. Enzimleddiilyapilan

ilk calismalarda, enzimin etki efiii substrat adinin sonuna —az eki getirilerek (Greaz
lipaz, fosfataz, proteaz, v.b.) veya genel adlarnylpepsin, tripsin gibi)
isimlendirilirken, gunumuizde Uluslararasi Biyokimyairligi (IUB) tarafindan
yapilan sistematik siniflandirmaya gore isimlerihektedir. Bu siniflandirmada her
enzim doért rakamli bir kod numarasi ile (E.C) talmmmstir [59, 62, 63, 64].

Uluslararasi Biyokimya ve Molekuler Biyoloji Bigi (IUBMB) tarafindan 6nerilen
ve benimsenen sistematik adlandirmada enzimler,bélgik sinifa ayrilirlar, her

sinifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanasialflari vardir:

1. OksidorediktazlarYikseltgenme-indirgenme (elektron transferi) rewdsiarini
katalize ederler.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molelail dgerine transferini katalize

ederler.

3. Hidrolazlar: Su katilmasi suretiyle gharin parcalangs hidroliz reaksiyonlarini

katalize ederler.

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

5. izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapidesisikleri (izomerik sekil

olusumu reaksiyonlar) katalize ederler.

6. Ligazlar: Yuksek enerijili fosfatlarin hidrolide birlikte yiriyen karbon ve O, S,

N arasi bg olusumunu katalizlerler.
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2.1.2. Enzim kofaktorleri

BazI enzimler katalizleme reaksiyonlarini yalniatpm yapilariyla yerine getirirken
bazilari da protein yapisinda olmayan gruplaraydgtiduyarlar. “Kofaktor” adi
verilen bu gruplar bir metal iyonu olabifgligibi “koenzim” adi verilen kompleks bir
organik bilgik de olabilir. Bazen aktivite icin ikisi de gerdkbr. Koenzimle birlikte
enzim molekuline “haloenzim”, kofaktorsiiz olan piotkismina ise “apoenzim”
denir. Apoenzimlerin protein yapisindaki aminoagiteri ve dizilsleri her enzimde
farklilk gostermektedir. Bu nedenle enzimin 0zgllve 06zgulligini belirleyen
kisim apoenzimdir [65]. Apoenzim katalitik olarataktiftir. Kofaktorlii enzimlerin,
bu bilesik veya metal iyonlarina kar farkli derecelerde afiniteleri vardir. Cok defa
bu kofaktérler diyalizle uzakiaurilabilir. Fakat bazi enzim-kofaktér Banmalari
kovalent yapida veya diyalizle uzaglaulamayacak kadar sikidir. Boyle kofaktorlere
“prostetik grup” adi verilir. Enzime gegk olarak bglanmg koenzimlerle enzim
arasindaki etkilgneler enzim-substrat etkfimelerine benzer. Reaksiyonlardan

sonra enzimlerden ayrilarak birgga metabolizma olayinda yer alabilirler [59].

2.1.3. Enzimlerin spesifikigi

Enzimler canli organizmadaki tim reaksiyonlarimiiikosullarda (viicut sicakd,
notral pH vb.) gercekignesini sglayan ve bu reaksiyonlari koordine eden spesifik

katalizorlerdir. Enzimlerin buyik @mnlugu yalniz tek bir substrata karaktivite

Enzimler ortamdaki maddelerden yalniz biri ile reigkn vermekle kalmaz teorik
olarak olygabilecek Uriinlerden de sadece birinin salmunu katalizlerler (Etki
spesifikligi) [61].

Bir enzimin substratina spesifiglnin ortaya ¢cikmasi icin iki ayri yapisal 6zgih
gerekli oldgu calsmalar sonucu belirlenstir. Birincisi, substrat enzim tarafindan
etkilenebilecek bir kimyasal a sahip olmaldirikincisi, substrat izerinde enzimin

yapsabilecgi ve substrati katalitik bolgenin etkileyebilgcg@ozisyona getirebilecek
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gruplar bulunmahdir. Bu gruplarin parcalanacakabapesifik bir geometrik gkisi
de vardir [59].

2.1.4. Enzimlerin aktif bélgeleri

Bir enzimin aktif bolgesi, substratlari (varsa Kdtaleri) bazlayan ve bg yapim ile
yikimda gorev yapan rezidileri kapsar. Bunlara Iki#tagrup adi da verilir.
Enzimlerin yapi, spesifiklik ve kataliz 6zelliklefiarkl farkl olmasina r@men, aktif

bdlgelerinin gagidaki ortak dzelliklerini sayabiliriz:

1. Aktif bdlge, enzimin toplam hacmine oranla kiicuk khsmini olgturur.

2. Aktif bolge bir nokta, bir ¢izgi ve hatta bir yizeymayip, ¢ boyutlu bir yapidir.
Enzimin lineer yapisinin @eik noktalarinda bulunan gruplarin bir araya gelerek
olusturduklari Gi¢ boyutlu karngek bir bolgedir.

3. Aktif bolgeler bir yarik ve girinti icinde yer alar. Yapisi incelenmgiolan buttn
enzimlerde substrat molekulleri suyun girng@diukur bolgelere bdanir.

4. Spesifik bir bglanma, atomlarin aktif bolgede belirli tarzda dilzemeleri

sonucu mumkun olur. Substrat bu bolgeye tam otlaedksekle sahip olmalidir ve
enzim substrat arasindaki buskli anahtar-kilit modeli olarak adlandiriimaktadir
[59].

Altif bolge Substratlar
# ot
/ A7 >
P 0 -‘__.f" - st
z/ —p | l —= | _ +

Enzim Enzim-substrat Enzim Uriin
kompleksi

Sekil 2.1. Enzimlerin substrat §kisi
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2.1.5. Enzim aktivite birimleri

Enzimlerin katalizleme gucgleri “turnover sayisi”iagrilen bir dgerle ifade edilir ve
turnover sayisi birim zamanda bir mol enzimin UrdgldaGtirdigt substratin mol
sayisina gttir. Turnover sayisi en yiksek olan enzim karkoanhidraz enzimidir
[66].

Enzimlerin miktari, aktiviteleri esas alinarak blelir ve enzim initesi (E.U)
cinsinden verilir. Genibir enzim Unitesi tarifi olmamasinagraen genelde, 25 °C’
miktari, 1 enzim Unitesi olarak kabul ediktii. Spesifik aktivite, 1 mg protein kiama

disen enzim Unitesi olarak tanimlanir ve bu da enzisaflginin bir 6lgisudur
[62,63]. Bir saniyede 1 mol substrati reaksiyonkasoenzim miktarina katal denir.
Uluslararasi enzim komisyonu tarafindan belirleryeni bir birim olan katal ¢cok

blyuk bir miktari gosterir.

2.1.6. Enzim aktivitesine etki eden faktorler

Enzim aktivitesine etki eden faktorler:

- Sicaklhik

- pH

- Enzim konsantrasyonu

- Zaman

- Substrat konsantrasyonu
- Reaksiyon urunleri

- Iyonik siddet

- Fiziksel faktorler

- Aktivator ve inhibitor etkisi
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2.1.6.1. Sicaklik

Sicaklik artgl bitin kimyasal reaksiyonlarda oflu gibi enzim Kkataliz
reaksiyonlarinda da artirici etki yapmaktadir. Anpeotein yapisindaki enzimlerin
sicaklik artgi denattrasyon olasiini da artinr. Sicak@in etkisiyle olgan

denatirasyon, safiariimis enzim c¢oOzeltilerini safidirilmams enzim ¢ozeltilerine

kiyasla daha fazla etkilemektedir.

Aktivitenin maksimum oldgu sicakhk dgerine optimum sicaklik denir. Genel
olarak optimum sicaklik grafi sekil.2.2’de gosterildii gibidir. Enzimlerin optimum
calisma sicakliklari pek ¢cok zaman bilim adamlar tardén ifade edilngtir ancak
belirli bir enzimatik reaksiyon icin en uygun sibéik kisa zaman araliklarinda
maksimum aktivite ve uzun zaman araliklarinda deaatondan dolayi aktivitenin

dismesi arasindaki uyum ile ilgilidir.

Pek cok calma 37°C’ de ydrutaltr, bunun birinci nedeni vicuagliginin enzimler
icin optimum sicakfil olabilecei, ikinci nedeni ise bu sicalgin Uzerinde
enzimlerin inaktivasyon oranlarinin ¢ok fazlaggenemesi etkilidir. Uluslararasi
Biyokimya Birligi baslangigta 25°C’ yi standart sicaklik olarak tavsetenis ancak
sicak iklimlerde enzimleri diiik sicaklikta tutmanin zor olmasindan dolayr bu
sicaklgl 30°C’ ye cikarmglardir. Ancak hala enzimlerin aktiviteleriyle aldka
sicaklik ile ilgili calsmalarda belli bir standardin olmgdigorilmektedir. Bunun
temel nedeni enzimlerin protein yapilarinin fatkkmasindan kaynaklanir [67].

Reaksiyon Hizi

Sicaklik
Sekil 2.2. Optimum sicaklik
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2.1.6.2. pH

Enzimler pH dgisimlerine duyarldir vesekil 2.3'te oldgu gibi kendi optimum pH
araliklarinda en buyudk aktivite @erini gosterirler. pH etkisi enzimlerin
yapilarindaki amino asitlerin ve substratlarin Japmdaki iyonik kisimlarin
degismesinden kaynaklanir. Yuklerdeki bugdgklikler substratin bglanmasini ve
reaksiyonun gerceldene oranini  d@stirir.  Substrat  dgistikce enzim
reaksiyonlarinin optimum pH’si farklik gosterehilAncak her enzim igin ayni
pH'nin optimum olma zorunlulgu olmadg gibi, tasarlanan enzim ydntemleri ile de

deneysel olarak belirlenebilir [67].

Reaksiyon Hizi

pH
Sekil 2.3. Optimum pH

2.1.6.3. Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratinagimy old@gu kosullarda enzim
konsantrasyonuna Pl olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekull kedar
coksa reaksiyon o kadar hizli yurtr. Substratin lgokoldusu bir ortamda optimal
sartlarda enzimatik bir reaksiyonun olculen ilk h{¥y), enzim konsantrasyor|i]
ile dogru orantilidir Sekil.2.4.) [59].



19

Reaksiyon Hizi

Enzim Konsantrasyonu

Sekil 2.4. Enzim Konsantrasyonu

2.1.6.4. Zaman

Enzimatik reaksiyonun hizi zamanla azalir. Bunudeneri; Urtinlerin birlgerek
aksi yondeki reaksiyonuletmeleri, enzimin zamanla inaktive olmasi, reatsly
Onleyen maddelerin ojumu ve substratin tikenmesi olabilir. gBr taraftan
enzimatik bir reaksiyonda yer alan galerin miktarlari, zamana gigebilir [68].

2.1.6.5. Substrat konsantrasyonu

Bir enzimin aktivitesi tzerine substrat konsantcagyn etkisini inceleyen deneysel
calismalarin sonugclar tutarlihk goOsterir. Rik substrat konsantrasyonlarinda
reaksiyon hizi azalirken, yiksek substrat konsaptrdlarinda reaksiyon hizi artar.
Yuksek substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon tbelli bir sire sonra

sabitlenmeye bdar ve sonundasagl yukari sabit olur [67].
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Reaksiyon Hizi

Substrat Konsantrasyonu

Sekil 2.5. Substrat konsantrasyonu

2.1.6.6. Reaksiyon urunleri

Enzimatik reaksiyon sonucu olarak gan Urlinlerin ortamda @almasi reaksiyonun
hizini azaltir. Enzimatik reaksiyonlar d@dinlt bir reaksiyondur. Reaksiyon sonucu
olusan urlUnler suratle ortadan kaldirgdtakdirde reaksiyon tek tarafagodur. Aksi
halde Urtinler ortamda toplaninca reaksiyon hizazidir ve hatta reaksiyon ters yéne
dogru ilerleyebilir. Bu olayin bir dier sebebi ise reaksiyon urunlerinin yapi
bakimindan substrata benzemeleridir ve dolayisgtaimler ile substrat gibi

birlesmeleri enzimleri inhibe etmektedir [59].

2.1.6.7 Iyonik siddet

Bircok enzim, aktiviteleri igin metal iyonlarina mg&sinim gdosterirler. Metal
iyonlarinin katalitik fonksiyonlari, gau kez karbonil bgndaki elektronlar veya
alkollerdeki oksijen Uzerinde bulunan elektron leiit gibi elektron ciftleriyle
kompleks yaparak fonksiyonel grubu polarize etmeky@nlendirmektir. Metaller,
reaksiyona giren turlerin gasini dgistirerek tim reaksiyonun denge sabitini de
degistirirler [69].
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Ozellikle kofaktor gerektiren enzimler tizerinde adéyonunun vark veya yokligu
ve konsantrasyonu oldukca etkili bir faktordir. g gir agir metal iyonu varki

enzim yapisini bozan bir faktordir [68].

Protein yapisinda olan enzimlerin tzerinde buluyé@RkIi gruplar ile ortamda
mevcut olan iyonlarla etkiferek, enzimin katalizleme fonksiyonuyla ilgili retine
tesir edebilir. Bundan dolayi, enzim aktivitesimmaksimum oldgu bir optimum

iyonik siddet s6z konusudur [59].

2.1.6.8. Fiziksel faktorler

Isinlarin da enzimler ve dolayisi ile enzimatik regésun hizi Uzerine tesiri vardir.
Mesela, kirmizi ve mavisinlar tikurik amilaz gibi bazi enzimlerin etkildrin
cogaltirlar. Ultraviyole ve Rontgensinlar ise azaltirlar. Enzim solusyonlarinin
siddetle calkalanmasi ile enzimler protein tabiatdirmimalari dolayisi ile denatlre

olurlar ve etkisiz hale gecerler [70].

2.1.6.9. Aktivator ve inhibitor etkisi

Bir enzimin etkisini artiran maddelere bu enzimktiatorleri veya daha dou
baska bir deysle akselatorleri denir. Bu aktivator veya aksel@itrcok defa

inorganik iyonlar ve bazen de organik gruplardir.

Enzimlerin hemin vivo hem in vitro aktivitelerinin, bazi bilgkler tarafindan
azaltiimasi ve hatta yok edilmesi olayina inhibrsyadi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere de inhibitor denirinhibitérler genellikle kiigiik molekulgarligina sahip
bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhgyonu, biyolojik sistemlerde
basli basina bir kontrol olgturdugundan, énemli bir olaydir. Bir¢ok ilaclar ve zehirl
bilesikler de etkilerini bu yolla gdsterir. Enzimatik Hibisyon dongimli veya
donisimsiz olabilir. DOnglimsUz inhibitdér enzime ya kovalent olaralglaair veya
zor ayrgabilen bir kompleks okiurur. Sinir uyarilarinin iletiimesinde énemli ol

oynayan asetil kolin esteraz enziminin sinir gaghideri tarafindan inhibisyonu
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enzimle inhibitor etkilemesi bir denge reaksiyoneklindedir [59].

2.1.7. Enzim kinetgi

Enzim kinetgi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonldnziarinin incelendgi

bir konudur.

2.1.7.1. Kataliz olayi

A — P reaksiyonunda, A molekillerinden yikselerjili olanlar, yani aktiflgmis
durumdakiler hemen gerekli paolusumu veya parcalanmasiyla Uriine (P’ye)
dondgturdlur. Kisaca, reaksiyona giren maddelerin Unignleevrilmeleri icin bir
enerji engelini gmalari gerekmektedir. Bu enerji engeline “aktiffee enerjisi” denir
ve belli sicaklikta 1 mol reaktantin aktifieis durumu kazanmalari icin gerekli
enerji miktari olarak ifade edilir. Her kimyasabksiyonda aktiflgme engelinin st
noktasina karlik gelen bir “geg hali” veya “gecs kompleksi” adi verilen ve
etkilesen molekdllerin enerjice zengin hallerini gostedemum vardir $ekil.2.6.).

Enerji
Enzim
olmadan
altivasven
enerjis
! aktivasven Uriin
rerjisd
Reaktant
Reaksiyon akisn

Sekil 2.6. Bir kimyasal reaksiyonun enzim ile ve emolmadan halleri icin enerji diyagrami

Reaksiyon hizi gegi kompleksi konsantrasyonuyla orantihdir. Sicakli

yukseltiimesi; termik hareket ve enerjiyi artirgoadan geg kompleksi
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konsantrasyonu yukselecek ve bunun sonucu olarakedksiyon hizlanacaktir.
Katalizorlerin reaksiyon hizlari Gzerindeki etkileaktivasyon enerjisini azaltmak
seklindedir. Reaktantlarla daha ik enerjili bir geg kompleksi olgturarak daha
cok sayida Urinin agumunu sglarlar. Reaksiyondan sonra da katalizérlerde hicbir
degisiklik olmaz [59].

2.1.7.2. Enzimlerin katalizledgi reaksiyonlarin kineti gi

Enzim, substrati Uriine ddgtirirken 6nce onunla bir “Enzim-Substrat kompléksi

olusturur, daha sonra da bu kompleks Urlin ve enziméstidon

Enzim kinetgi mekanizmassu sekilde gosterilir.

K K
Enzim + Substrat ——» ES—— Uriin + Enzim
4—
k

Burada ES kompleksi, E ve S'danhkzi ile olgur. ES’nin ayrgmasi ise khizindaki
geri reaksiyonla ve khizi ile Grin ve enzime aymasi ile olur. Reaksiyon kararli
duruma ulainca “Kararli Durumilkesine”’gére ES’nin olgmasi aygmasina gt

olur, yani degimi degismez.

Enzim reaksiyonlari tzerinde ilk gankinetik calsmalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilgtir. Michaelis-Menten kinegine gbre bglangic enzim
derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat gierine balili g1 incelenir. Sonucta
hiperbolik bir fonksiyon ve &i elde edilir Sekil 2.7.). Bunun ¢6zimu ile Michaelis-
Menten bgintisi bulunur [59].
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Lineer, E yonunde 1.derece,
LY S yoniinden 0. derece

V max K_H

E yoninden 1. Derece
S yonunden ise 0 veya 1. derece

Vmax/ 2 N k1 k3
E+S ES EP E+P
. ko Ka
1 > Lineer, E ve S yoniinden 1. derece
) .
K [S]
Sekil 2.7. Michaelis-Menten grafi
Michaelis-Menten Bgaintisisu sekilde tanimlanir.
Vmax[S
v= YmadSl (2.1)
Ku+ [S]

Vmax hiperbol asimtodunun y eksenini kgstnoktadir ve maksimum hiz olarak
belirtilir. Maksimum hizin yarisina (¥x/ 2) kasilik gelen substrat deimi Ky
(Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Mx ve Ky, bir enzimin aktivitesini

belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten gragi 3 bdlgeden olgmaktadir. Birinci bdlgede substrat
konsantrasyonu giik olacgindan ([S] << K;) grafik dagrusaldir.ikinci bolgede
oldukgca buyuk substrat konsantrasyonlarinda herhairgihmal yapilamaz ve
reaksiyon kagik dereceden yirir. Uclincii bolgede [S] >w'dir. V = V maxolur ve

reaksiyon sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten gragi ile bir hiperbol elde edilginden, uygulamalarda kolaylik
sgzlamak amaci ile bunun bir dau denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu

amacla eksen olcekleri uygusekilde deistirilerek, desisik yollardan dgru
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denklemine dongitrdlebilir. Bunlardan en c¢ok kullanilant LineweaBurk
denklemidir [71].

Kwm 1 1

= : + (2.2)
\% Vmax [S] Vmax

Bu denkleme gore ordinatta 1/V, apsiste 1/[Siedkeri olmak Uzere bir dgu elde
edilir. Bu dgrunun gimi ise Ky / Vmaxtir (Sekil 2.8.).

1/V

Eglm = KM / Vmax

1/ Vimax

~ _~

-1/ Ky 0 1/[S]

Sekil 2.8. Lineweaver-Burk grafi

Lineweaver-Burk denkleminin her iki tarafininp x V ile carpiimasi ve gerekli
duzenlemelerin yapilmasiyla Eadie-Hofstee denklgde edilir [2].

\/

V=-Ky- + Vhax (2.3)

[S]

Bu denkleme gore ordinatta V, apsiste V/[SEelteri olmak Uzere bir dgu elde
edilir. Bu dgrunun gimi ise -Ky'dir (Sekil 2.9.).
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Vmax/ KM

v /[S]
Sekil 2.9. Eadie-Hofstee grafi

2.2. Serbest Radikaller

Molekullerin ¢gu cift elektronlu, az sayidaki molekul ise tek etekludur. Tek,
yani elesmemsg elektronlu olan bu molekuller, bulabilecekleri hangi bir molekl
ile etkilesime girerek bu molekilden elektron alir ya da oiraelektron verirler.
Baska molekiiller ile ¢cok kolayca elektron aderisine girip onlarin yapisini bozan bu
molekullere “serbest radikaller”, “oksidan molelaill ya da “reaktif oksijen ttrleri”
(ROS) denir [72].

Atomik ya da molekiler yapidaslesmems tek elektron iceren bu bijiler kendi
orbitallerini tamamlamak icin kogn molekillerden elektron kopararak zincir
reaksiyonlarini bgatirlar [73]. Oksijen radikali serbest elektronusglestirmek icin
baska bir molekilden elektron alginda dger molekilli kararsiz hale getirir. Bu
nedenle, serbest radikaller viicutta 6nemli molekélzarar veren bir seri tepkimeyi
baslatabilirler [72,74].

Serbest radikal turlerinin, oksijen-merkezli, kanbmerkezli (R+,RCOOQe¢) ya da
azot-merkezli (NOes, ONOO-) olmak Uzere bircok tiwvardir [75,76]. Serbest
radikallerin birggu, kimyasallarin bir ya da daha fazla reaktif ardgné metabolize
olmalariyla meydana gelirler [73].
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Bitkiler de yagsun ve etkili olarak olgan serbest radikaller tablo 2.1'de

gOsterilmektedir.

Tablo 2.1. Reaktif oksijen turleri (ROS)

ROS
Radikaller Formalu Nonradikaller Formali
Superoksit o Hidrojenperoksit KO,
Hidroksil OHe Hipoklorikasit HOCI
Peroksil ROO- Hipobromikasit HOBr
Alkoksil ROe Ozon Q
Hidroperoksil HOO- Singlet oksijen AO;

Serbest radikaller tgekilde olwabilir [74]:

1- Kovalent ba& olusturan elektronlardan birinin Ba atomlarindan birinde,
digerinin 6tekisinde kalmasiyla sonuglanan homoliti kiriimasiyla

R—X—3% RrXe

2- Bir molekilden bir elektronun ayrilmasiyla

X—» Xete-

3- Bir molekule bir elektronun katiimasiyla

X+e-———>» Xe

Normalde hiicrelerde en blyuk serbest radikal kaymdektron transport zincirinden
elektron sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda yertgs oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri buyik oranda indirgenglizaman mitokondrial stiperoksit radikali Gretimi
artar. Insan hiicrelerine giren oksijenin %90’'nindan fazlasitokondrial sitokrom
oksidaz tarafindan enerji Uretimi icin kullaniliki su molekulinin olgumu ile

sonuclanan buliemler siresinde, her bir oksijen molekili 4 evelsiyle indirgenir.

O, +4H +4e-—— 240
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Ancak, hicre icine alinan oksijenin tahminen %1ndii kismen indirgenrpioksijen
turlerine yani ROS’a dontugl bilinmektedir [77]. Anaerobik canhlar da dabhil
olmak Uzere her canlida toksik etkili olan gdadan molekller oksijen ga,
oksijenin tam olmayan indirgenmesi ile gtiurulan oksijen radikalleridir. Biyolojik

sistemlerde molekiler oksijen genellikle elektrolarak gagidaki ara urtnleri

olusturur:
O, le- suiperoksit anyon radikalp{p
_2e- , hidrojen peroksity(®4)
3e- hidroksil radikali K19)
de- | su {B)

Yukaridaki eitliklerden de goruldgu gibi, oksijenin suya indirgenmesi esnasinda
bircok serbest radikal tGrinu ve oldukca reaktifleirolusur. Birinci elektronun
transferi ile stperoksit anyon radikali £6) olusur. Ikinci elektronun alinmasiyla,
peroksit radikalinin protonlanmsekli olan hidrojen peroksit (#0>) olusur. Uglinci
elektronun alinmasi, oldukca toksik ve reaktif olamiroksil radikalinin (OHs)
olusumu ile sonuglanir. Dérduncu elektronun alinmass) lér su molekulinin (D)

olusumuna yol acar [78].

H,O,, superoksit anyonlarinin dismutasyonu sirasindggntin-ksantin oksidaz
reaksiyonunda, mitokondriyal elektron transportunaa notrofillerde uretilir [72,

79]. HO,, kucik ve yuksuzdir; kolaylikla hiicre membranind#tize olur ve bu

nedenle Uretildiinden uzak bdlgelere de yayilabiliro,®h, gercek bir serbest radikal
olmamasina fanen, hidroksil radikali olgumuna yol acabilginden 6énemli bir

oksidandir [80].

Reaktif bir tir olan HO, suda rahatlkla ¢dziinebilen ve mekanizmasi bilimesne
ragmen hiicre membranindan su gibi kolaylikla gecetbiemnolekuldir. Genellikle
50 uM ve lzeri konsantrasyonlardakp®, muamele siresine ve fizyolojgartlara
bagli olmakla beraber birgcok hayvan, bitki ve bakteticre kultlri tGzerine toksik

etkiye sahiptir. Bu sebeple,B8.,’in in vivo olarak cok toksik oldgu ve hizli bir
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sekilde uzaklatiriimasi gerekii distintlmektedir. Bu da katalaz ve POD enzimleri
tarafindan yapilimaktadir [81-83].

2.3. Antioksidan Enzimler

ROS olgumunu ve bunlarin meydana getfiidhasari 6nlemek igin vicutta birgok
savunma mekanizmasi ggiiilmi stir. Bunlar ‘antioksidan savunma sistemleri’ ya da
kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinirler. Bu moldéler, serbest oksijen radikallerine
bir hidrojen iyonu vererek, bu radikalleri kenditex balayarak ya da onlari daha
zayif bir molekule cevirerek radikal hasarini 6tdef78].

Biyolojik sistemlerde katalaz (CAT), peroksidaz (@)Q glutatyon peroksidaz
(GSHPx) ve superoksit dismutaz (SOD) antioksidarkiyet sahip bsglica
enzimlerdendir. Vlcutta gorev yapan antioksidanmler aktivitelerini d@rudan ve
dolayli olarak gercekigirmelerine gore iki ayri grupta incelenebilir. gradan
antioksidan aktivite gosteren enzimlerin en o6nemliarasinda CAT, POD, GSHPx
ve SOD sayilabilir. Dolayh yoldan aktivite gosterenzimlerin en 6nemlileri ise
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon rediktazkueon rediktaz enzimleridir.
Bundan dolayl savunma sisteminde CAT, POD, GSHPS®@® gibi antioksidan

enzimler buyidk 6neme sahiptir [84].
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PEROKSIiZOM
RE
P45_0 Oksidazlar GR
Oksidaz G S SH
FADH2 Sitokrom b5
Oksidaz
GSH H,0+0,
NADPH Oksidaz GPX
02
N O, *- _ Cuznsop
NADPH 2 7ﬁ H,0, CAT
A 02 0>
H,0O
. Fe?*/cu*
SITOZOL .
OH
Ksantin
Oksidaz Fe 3+/ Cu 2+
O,
02 1
o7}
Anyon Kanali
11]
Mitokondriyal W Mn-SOD GPX

Elektron Tasima .
o0, — (O —» HO0 ——» H,O + O,

CAT

Sekil 2.10. Reaktif oksijen tirlerinin ajumu ve aktif oksijenin okturdusu hasara karik savunma

mekanizmasi [85]

2.3.1. Peroksidaz enzimi

POD (E.C.1.11.1.7), hidrojen atomlarini vermekliminde olan bilgikler ile bu

atomlari alici durumunda olan,®, bilesigi arasindaki reaksiyonu katalizleyen bir

oksidorediuktazdir [86, 87].

H,O, miktari peroksizomlarda, #D,ten baka bir substrata ihtiyag duymayan
katalaz enzimleri tarafindan duzenlenirken, huerediger kompartimanlarinda

aktivitesini gostermek icin ¥D.'ten baka substratlara da ihtiya¢c duyan farkli POD

enzimleri tarafindan diizenlenir [88].
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POD, HO, kullanarak organik ve inorganik substratlarin oksigbnunu
katalizlerken, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinahaminler gibi ¢cok sayida aromatik
bilesiklerin dehidrogenasyonunu da katalizler. Bu molkkiiarasinda guaiakol,
pirogalol, adianisidin, efenilen diamin ve bazi azo boya tirevleri sayiiajB9,
90].

POD tarafindan katalizlenen reaksiyonlar kompleksg aagida genel formull

verilen reaksiyonlari katalizlerler [90].

HO,+AH ———» 2D+ A

POD bitki dokularinda peroksit kasinda guaiakol, pirogalol, klorogenik asit ve
katekol gibi birgok fenolik bilggi yikseltgeyebilir §ekil 2.11) [91]. Enzimin geRi
oranda organik bikgkleri yukseltgemesi bitkinin rengi, tadi ve be®hslegeri ile

ili skilendirilmesine sebep olmngtur. Peroksidazlar yukarida verilen farkli aromatik
bilesikleri substrat olarak kullanarak metabolizma esmds ortaya cikan #D.'i
etkisiz hale getirirler [92, 93].

oy 3 e !
A Sy _ — —
| _ O, Poroksidas _ |’ \:IV L0
B T

ey o =

Sekil 2.11. Peroksidazlarin farkli fenolik substaatl kullanarak hidrojen peroksiti giderme

mekanizmasi

Peroksitler dgada geni bir yayllimda bulunurlar ve 6karyot ve prokaryeickelerde
ifade edilirler.

Bitki peroksidaz st familyasi t¢ sinifa ayrilabili

1.sinif peroksidazlar prokaryot kaynain hicre ici peroksidazlaridir,

2.sinif peroksidazlar mantarimsi peroksidazlardagdana gelir ve

3.sinif peroksidazlar ise daha yuksek bitki perddsiaridir [94].

Yuksek bitkiler G¢ ana peroksidazdan biri olan ifgotoporfirin POD icerirler.

Ferriprotoporfirin peroksidazlar bir prostetik gruplarak ferriprotoporfirin 1X
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(hematin ya da hem) ihtiva ederler [86,87]. AyrR@D enziminin hem ¢O6zunmu
hem de membran yapisinda yer alan formlari da ntend95].

POD enziminin bitkilerde hormonal faaliyet [96], ve@ma mekanizmalari [97],
sebze ve meyvelerin ygtne donemleri siresince indoleasetik asit miktarinin
ayarlanmasi [98] ve lignin biyosentezi [99] gibiyh# fonksiyonlarda rol algh
bildirilmi stir. POD sahip oldgu pek cok fonksiyondan dolayi bitkilerde genelde
farkli izoenzimleriseklinde bulunur. POD bircok bitki temelli gidalardaevcuttur
[86]. Bitkisel kaynakli peroksidazlar yapraklardaralanan goévdelerde, kotiledon,
cicek ve saplarinda ve epikotillerde, nukleus, ztra, hicre duvari ve hicre

membranlarinda bulunmaktadir [100,101].



Heme tipi

Heme b

Heme demir koordinasyonu

Altili koordinat

Sekil 2.12. Heme b grubu

Peroksidaz bir

oksidorediktaz olup ,®%
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Eksensel Uygl_Jn
. demir
demir :
ligand, oksidasyonu
(Sg) ve spin
durumlari
N%is;

e R (s=2);

H.0O, OH |
Fe' (S=5/2)
N4is;

e Fd  (S=0);
20, Fd' (S=1/2)
H202,0; B
NEis;

. E"; ) Fd¥ (s=1)
ile ceitli elektron dondrlerinin

oksidasyonunu katalize eder ve protestik grup &lata-tip heme tair (Sekil 2.12)

[102].
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Kalan Enzim
AH" + H,0 Fet H,0,
ﬁ.L
/

AH; " 'Z H.0

Q Q

5 £\ y
vl AW AH, ¢

Bilesik Il Bilesik |

Sekil 2.13. Peroksidaz enziminin katalitik reaksiyoekanizmasi

Peroksidazlar indoller, fenoller, aromatik aminliégnin, Mn*™ iyonlari, sitokrom ¢
gibi diger proteinleri iceren oksitlenebilir substratlatinicfarkli spesifik 6zellik
gOstermesine ganen, ¢ ardik redoks basangana dayanan ayni katalitik reaksiyon
dongusune sahiplerdir. Bu mekanizmada ilk olaralzira, hidrojen peroksitin suya
indirgendi ve enzimin oksiferril (F&€ = O) merkezini ve heme (porfirim-katyon
radikali) Uzerine yerkanis organik katyon radikalini iceren Biik I’ e oksitlendgi
2-elektron oksitlenme/indirgenme prosesind®¥ nin bir molekull ile reaksiyona
girer. Katyon radikali, bir substrat molekulini tleyip ve oksiferril merkezi iceren
Bilesik 1l olusturduktan sonra 1-elektron indirgenir. Sonrasingiesik II, ikinci
substrat molekilinin 1-elektron oksitlenmesiyle aber ferrik duruma tekrar
indirgenir Sekil 2.13.) [103,104].
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2.3.1.1. Substratlari

Peroksidin varliinda bitki dokularindan izole edilen peroksidazlauiakol,
pirogallol, Kklorojenik asit, katekin ve katekol gibenolik bilesiklerin geni bir
alanini oksitleyebilir §ekil 2.14.) [91].

OH Hﬁcﬁ
@E = D
OH CH3
Pirogallol ABTS atekol
OH OCHgs
HO
HsC OH
4-Metil Katekol Kakehsit Guaiakol
O _NH
HO on /x 2 NH2
H,CO \/ QCH3;
HO
OH NH;
Gallik Asit o-dianisim o-fenilen diamin

Sekil 2.14. Peroksidaz enziminin bazi substratlari
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2.3.1.2. Dgadaki rolti ve uygulamalari

POD enziminin 6énemli fonksiyonlarindan biri desitle organik molekillerin

sterospesifik  biyotransformasyonunda kullaniimasidil05]. POD vyiksek
hassasiyetinden dolayr mikroanalitik ve klinik tagin de 6nemli bir ayirac olarak
yaygin sekilde kullaniimaktadir. Bununla beraber, ilag, ikanve gida sanayinde

POD icin yeni uygulamalar 6nerilmektedir [106].

Kavramsal dgerlerin yani sira peroksidazlar bazi pratik uygudéara sahip oldgu
bilinir. Porfirin ya da metalloporfirin iceren emzler (heme peroksidazlar iceren)
diger biyomedikal cihazlar ve biyosensorler icin yamdkullanilabilir katalitik
tabakalarin olgumu icindeki bu enzimlerin kullanimini @ayan optik ve
elektrokimyasal 6zellikleri agiklar. Peroksidazlaid, DNA, ¢inko, bakir ve cier
metallerin belirlenmesi igin floresans sensorlemnde uygulanmaktadir. Bitki
peroksidazlari arasinda @o calsilan enzimler dgal ya da rekombinan bayirturpu
(Armoracia rustican@ peroksidazlari (HRP)'dir. Bunlar genblarak, kirletilmi
sularin yeniden ¢6zimu, organik Bilderin biyotransformasyonu, organik sentezleri

ve H,O, algilanmasi i¢in biyosensérlerin elumu icin kullanilir [107].

HRP (E.C.1.11.1.7) ginumuze ait sistem kontroltirgok dnemli bir enzimdir:
bagisikliga ait analizlerin yakkak % 80’i, konjuge bir enzim olarak peroksidaz ile

enzim-antikor geniklerini kullanir [108].

Fenolik bilesikler ¢esitli endustriyel aktiviteler vasitasiyla uretilgnorganik kirletici
maddelerin bglica siniflarindan biridir. Orrgin 2000 yilinda krezoller, nitrofenoller,
klorofenoller, katekol, 4,4'-izopropilidendifenobifenol A), 2-fenilfenol ve fenol
iceren fenolik artiklarin 97000 tondan dahagsigcAmerika Birlgik Devletlerinde
dretilmistir. 2000 yilinda dretilen fenolik artiklaringag yukari 6800 tonu hava
emisyonu, ylzey suyu akintisi, toprak dizenlemesiyer alti akintisi yoluyla
cevreye salinmgtir. Fenolik bilgiklerin cevresel etkileri ve zehirlgi, aromatik
halka Gzerinde dgstirilen gruplarin yerlerine, tiplerine ve sayilaabali olarak
desisir. Bu kimyasallarin ¢gtli organizmalar icin zehirli oldgu distinilmektedir.
Ek olarak, bifenol A ve alkil fenoller gibi bazirfelik kirletici maddeler ¢cok kicuk
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konsantrasyonlarda bile aktiviteleri bozarak potgeisendokrine hikmeder. Bazi
alkilfenoller ve klorofenoller gibi fenoller yiksekerecede tepkisizdigbyle ki
geleneksel biyolojik prosesler bu mleri etkin olarak gideremeyebilir. Bu ylzden
cok etkili islem proseslerinin gdfiirilmesi endustriyel atik akintilarindan ve
cevreden olgan bu fenolik kirletici maddelerin giderilmesi icistenmektedir. Yeni
islem secenekleri arasinda HRP gibi bir peroksidazl FO,’i kullanan bir
enzimatik proses yuksek verimlilik ve secicilik igallu ¢ozeltilerden okan caitli
fenolik kirletici maddeleri gidermede ¢ok etkinlgosterir. POD, HO,'in varliginda

¢ssitli fenolleri ve anilinlerinin dehidrojenasyonutkatalize eder [109].

POD endustriyel atik sulariniglénmesi icin kullanilabilir. Orngn 6nemli kirletici

maddeler olan fenoller HRP kullanilarak enzim katalpolimerizasyonu yoluyla
ortadan kaldirilabilir. Bu yuzden fenoller, fenolen daha az toksik olan
oligomerler ve polimerlerin Uretildi reaksiyonlara katillan fenol radikallerini
oksitler. Bunun yaninda peroksidazlar sert reaksigartlarini gidererek sert
kimyasallarin bir kacininin alternatif bir secimiabilir. Yapistiricilar, bilgisayar
cipleri, araba parcalari ile konserve kutularn e/ astarlar gibi ggu Uretim

proseslerinde POD kullanimi hakkinda bir coksaaraa vardir [110].

POD, yumru kokleri, yapraklar ve meyveler gibi gekaynaklardan karakterize ve
izole edilebilmektedir. Bazi yaprak kaynaklarindduman POD arpa, piring, tutin
gibi turlerden saflgiriimistir. POD enzim basiklik analiz kitlerinde ve labaratuar
deneylerinin klinik tehisi icin belirteclerin énemli bir bikeni olarak gesi bir
sekilde kullanilir. POD gegiendustriyel uygulamalara sahip olan bir enzim@®D
atik sularda olgan toksik fenollerin bozulmasinda, sentetik boyalarenk
giderilmesinde, organik ¢oziculerde fenollerin parizasyonunu katalize edebilir.
POD dger enzimlere nazaran deterjan formulasyonu icin pénalan sunmaktadir
[102].

POD enziminin yiksek termal kararfii ve aktivite 6lciminidn kolaydindan
dolayl, POD artik aktiffii bitkilerin 1s1 prosesinin olcilip oOl¢ctilmegini sikca

belirler. Peroksidazlar ayni zamandasiite polimerleri sentezlemek, organik
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molekdllerin stereospesifik biyotransformasyonuléanek ve biyotedavi dolayisiyla
serbest radikallere yol agan gittikge artan cekatalizorler olmaktadir [111].

POD (EC 1.11.1.7) bitki sistemi icinde serbest kallierin (peroksitler)
giderilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadibilinen enzimlerin bir grubunu icerir. Bu
enzim laboratuar deneyleri ve kimyasal sistem lal@rinde 6nemli bir bilgik
olarak bir kag ticari uygulamalarda dahi kullanikteadir. POD enziminin daha geni
katalitik aktivitesinden dolayi, kimyasallarin gerbir dggihmi POD kullanilarak
dizeltilebilir ve bu ylzden e#li aromatik bilsiklerin sentezleri, atik sulardan
fenollerin ve gidalarda bulunan peroksitlerin gibheesi, icecekler ve enddstriyel
atiklar gibi uygulamalar icin kullanilabilir. Uzunllar bayirturpu POD enzimin ticari
kayna olmuwstur. Fakat dier kaynaklar benzer ya da daha iyi substrat béldri
ile POD sdlayabilirler. Ham kaynaklardan saftama ve daha yiksek Uretim
maliyeti ¢ggu endustriyel uygulamalarda bu ¢ok yonlu enzimifidkumini sinirlar.
Bu ylzden enzim icin bulunmawalternatifler icin surekli olarak verilen cabarkia

kaynaklarin argirmasiyla sonuclanmaktadir [112].

2.3.2 Askorbat peroksidaz enzimi

Askorbat peroksidaz (APX, E.C. 1.11.1.11) substiarak askorbati kullanarak
hidrojen peroksit gibi peroksitleri detoksifiye edesnzimdir. APX askorbattan
peroksite elektronlarin transfer edilmesini kataliztriin olarak dehidroaskorbat ve
su olyur (Sekil 2.15.) [113].

HQ__ I-l 0 Askorbat ch_ L
HO g O peroksidaz HO @]
—/ +H,0,—— +2 H,0
HO OH 0 (0]
L-Askorbik asit L-Dehidroaskorbik asit

Sekil 2.15. Askorbat peroksidaz reaksiyonu
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APX, prostetik grubu protoporfirin olan heme icel@nenzim olup, siyanir ve azid
tarafindan inhibe edilir [114,115].

APX enzimi yuksek bitkilerde kéedilmistir. Vakuol, hicre duvari, sitozol de
bulunan guaiakol peroksidaz gibi bircok enzimdeaklfalarak organellerde lokalize
olmustur. APX izoenzimleri dért farkli hiicresel kompanranda lokalize olmgdur.
Kloroplastlarda stromatal APX (sAPX) ve tilakoid merana bgli APX (tAPX),
peroksizom (mikrobody) membraninaghaAPX (mAPX) ve sitozolik APX (CAPX).
Besinci bir APX izoenzimi mitokondri membranina ga olarak (mitAPX)
bulunmutur [116].

Bitki hiicrelerinde HO'in detoksifikasyonunda en dnemli indirgen subsfaP’dir.
APX, AsP ve HO;i L-dehidroaskorbik asite ve suya parcalamaktadirP,As
superoksit anyonu, singlet oksijen veQd gibi ROS’larin gend bir b6lumund yok

etmekte ve zincir kirici olarak gérev yapmaktadifia.7].

Bitkilerde AsP hem fotosentetik hem de fotosentelikayan dokularda milimolar
konsantrasyonlarda birikebilir. Yapraklar kloroBld daha fazla askorbat
icermektedir. AsP en Onemli antioksidanlardan irige dgsrudan hidroksil
radikalleri, stperoksit ve singlet oksijen ile regiona girmektedir. Fotosentezin
duzenlenmesindegiga kagl korumada onemli olmasinin yani sira prostetikpgru
olarak metal iyonu bulunduran enzimlerin aktivitelen korunmasinda da énemli bir
role sahiptir [118].

Son yapilan caymalar, ozon, fazlasin, giri sicaklik, tuz ve parakuat gerleri gibi
bircok cevresel strese maruz kalan yuksek bitkddodlunan APX izoenzimlerinin
aktivitelerindeki dgisikliklerin tGzerinde durmaktadir [119, 120, 121, 1223, 124,
125, 126, 127].
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2.4, Kiwano Cucumismetuliferus)

Kiwano (Cucumis metuliferys kabakgiller Cucurbitaceag familyasina ait bir
bitkidir. Boynuzlu kavun, Afrika boynuzlu kavunuakun, jelli kavun, hedged gourd,

Ingiliz Domatesi, melano, kiwano veya "cherie" gidiarla bilinir.

Kiwano, Glney ve Orta Afrika’'da @l olarak yetien tek yillik tirmanici bir
bitkidir. Cevre diizenleme, glzel gorgiiive meyvesi icinisrail, Kenya, Yeni
Zelanda ve Amerika da yetirilir [128].

Tarkiye'ye yeni gelngtir. Antalya, Manisa, Alanya gibi yerlerde ygiiilmektedir.
“Alanya kavunu” adiyla da tanitimi da yapilmaktadir29]. Meyvesinin tadi
salatalik, kabak arasi veyahut salatalik, muz, timk@arsimi bir lezzet olarak
tanimlanmaktadir [130]. Yapraklari tuyli olup ovaldMionoik cgicekleri vardir ve
kendi kendini tozlayabilir. Boynuzlu kavun olaraklifen kiwano oval 10 cm
capinda ilging gorurgll bir meyveye sahiptir§ekil 2.16.). Olgunlgtiginda sarimsi
portakal renkli kabuk ve kabuk tzerinde mahmuzgki(ti, boynuz) vardir. Sulu,
etli meyve icinde tohumlar bulunur. Tohumlar jelimsir madde ile sarihdir.
Meyvesi ¢g ya da meyve suyseklinde dgerlendirilir. Tohum yoluyla yettirilir
[128]. Bu bir yillik bitki sert sguklara duyarlidir. Kiwano iyi drenaja sahip verimli

zengin topraklarda ysir. Duzenli olarak sulama gerektirir [129].

Sekil 2.16. Kiwano Cucumis metuliferys
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2.4.1. Faydalari

Afrika'da yetstirilen geleneksel bir bitki olan kiwano, cildinagarin, tirnaklarin, di
etlerinin, dilerin ve kemiklerin sglikli kalmasini sgladigi, idrar yollari, solunum

yollari enfeksiyonlarinda viicudun direncini arttgndsdylenmektedir [131].

2.4.2. Besin dgeri

Bir adet orta buyuklukte kiwano tiuketifinde 25 kcal enerji $gar. Besin icergi
olarak; %4.8 toplam mineral, %7.8 ga %6.2 lif, %9.04 protein, %62.25
karbonhidrat icermektedir. Bir kg kiwano bitkisindé1.70 mg sodyum, 180.8 mg
potasyum, 0.37 mg kalsiyum, 0.16 mg magnezyum ¥& thg fosfor bulunmaktadir
[132].



BOLUM 3. DENEYSEL CALI SMALAR

3.1. Kullanilan Materyal ve Maddeler

Bu calsmada kaynak bitki olarak kiwanaCgcumis metulifergsbitkisi Antalya
bdlgesinden temin edilmi olup POD ve APX enzimlerinin izolasyonu igin

kullaniimistir.

Calismalarimiz suresince PVP, AsA ve dipotasyum hidrdjesfat ile potasyum
dihidrojenfosfatin  kullanild@ tampon c¢ozeltiden ofan karsim izolasyon
islemlerinde kullaniimgtir. Sitrik asit mono hidrat, sodyum sitrat, dipgtam
hidrojen fosfat, potasyum dihidrojenfosfat, trisinammmetan hidroklorid ve trizma-
base kimyasallari tampon c¢ozelti hazirlanggemlerinde kullanilmgtir. Enzim
saflgtirma klemlerinde amonyum silfat (N3SQy) ve t-biatanol kullanlirken,
SDS-PAGE ve Native PAGEslemlerinde N,N,NN'-tetrametiletilen diamin
(TEMED), amonyum persulfat (APS), Njhetilen bisakrilamid, akrilamid,
bromofenol mavisi, gliserol, glisin ve Coomassidéll&nt Blue R-250 kullanilmstir.
Protein miktarinin tayininde CuQ®GH,0O, Folin-Ciocalteu, Ng&CO; ve BSA (sgiIr
serum albimini) kullanilingtir. 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeiksig, o-
dianisidin, gallik asit, guaiakol, ABTS, J,, o-fenilen diamin, substratlar
kullaniimistir. NaNs, tiyotre, KCN, L-Sistein, EDTA, SDS, Triton X-100,
iyodoacetamid, 2-nitrobenzoik asit, 2-merkapto etah-Glutatyon, L-Histidin, L-
Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisin, L-Arginin, L-Asgrtik asit, L-Prolin, L-
Fenilalanin kimyasallari enzim aktivitesi Uzerineadde etkisi cagmalarinda
kullaniimistir. Kimyasallar Sigma-Aldrich ve Merck firmalariad temin edilmytir.

Calismada kullanilan alet ve cihazlar;
-Shimatzu UV-2401 Pc UV-VIS Spektrofotometre
-Nuve NF 800 R Sgutmali Santrifij
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-Ntve NF 200 Santrif(j

-WiseStir MSH-20D Manyetik Kagtirici

-Ozel yapim Sputucu kabin

-HANNA pH 211 pH metre

-Thermo Scientific Owl P8DS Protein elektroforezi
-Nive Nb20 Su banyosu

-Precisa XB 220A Hassas terazi

-Microlit VVCS-200 ve 1000 Otomatik pipetler
-Ugur UDD 100BK Derin dondurucu

-Beko Hotmix 2155 Blender

3.2. Peroksidaz (POD) Enzimininizolasyonu

Dondurucuda depolangnkiwano bitkisinin i¢ kisminda bulunan cekirdek iknari
haric etli ve kabuk kisimlarindan 10’ar gram alakamce ince dgranmstir. % 0,5
PVP ve 0,0002 M AsA iceren 30 ml 0,1 M fosfat tampdgpH 7,0) ile hazirlanan
¢cOzelti ile blender yardimiyla 5 dakika boyuncaiftamlarak parcalanmgtir. Elde
edilen homojenat 3 kat tllbetten suzudmie 5.000 rpm’de 15 dk suresince
santrifijlenmgtir. Ham enzim ekstrati olarak yapilan bdemler sonucunda elde

edilen stipernatant enzim karakterizasyonuigallarinda kullanilngtir.

3.2.1. Uglu-faz ayirma tekngi (TPP) ve diyaliz

Enzimi saflgtirmak icin TPP kullaniimgtir. TPP biyomolekilleri ayrimada,
saflgtirmada kullanilan yeni bir yontemdir. gar kromotografik yontemlere kiyasla
kolay, ucuz ve kisa slUrede ylksek verim alinabbenteknik olmasindan dolayi
tercih edilmgtir. Yaptigimiz calsmada A.Sen ve arkadgdari tarafindan gedtirilen
TPP uygulamasindan faydalanigtm [133].

Ham enzim ekstrakti hizl bgekilde stzildikten sonra santrifijde 5.000 rpm18e
dk boyunca santrifijlenrgtir. Elde edilen slUpernanta dst Uste 2 kez TPP

uygulanmgtir.
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Birinci TPP icin; ham ekstrakt % 50 (w/v) (NHSQ, ile 25 °C’ de doygunliga
getirilmistir. Coktirme glemleri sirasinda kullanilacak kati (WSO, miktari su

formalle tespit edilmytir.

9[(NH.),SQ] =1,77xV x (S2-S1)/3,54-S2 (3.1)

V = Supernatant

S1 = 1" in kesrgeklinde mevcut (NSO, doygunlgu

S2 = 1" in kesrgeklinde istenilen (NSO, doygunligu

Amonyum sulfagoktirmesi sirasinda ham ekstrakta kati {N&O, yava yava ve

az miktarlarda ilave edilerek katilgnve her ilave sirasinda daha oOnce katilan
(NH4)2SOy'larin ¢6zinmig olmasina dikkat edilngiir. (NH4).SO, ile doygunliga
getirilen ham ekstrakta 1:1,5 oraninda t-butanbl)(itave edilmi ve 1 dk. boyunca
nazikce kagtiriimistir. Ardindan kagim 25 °C’de 1 saat inkibe edilgtir. Fazlarin
daha belirgin bigekilde ayrilabilmesi i¢cin 4000 rpm’de 10 dk. sattfriedilmistir. t-
batanol iceren organik Ust faz, ara (orta) faz, {NEIO, iceren alt faz olmak tzere 3
faza ayrilmgtir. Ust faz dikkatlice pastor pipetle atigiwe geriye kalan ara ve alt faz

dikkatlice toplanmytir. Ara faz 1 ml 0,1 mM pH 7,0 tamponuyla ¢z Ukt

Birinci TPP'den elde edilen ara ve alt faza ayrri dyir kez daha TPPslemleri
uygulanmgtir. (NH4).SO, doygunligu toplamda % 95’ getirilngi ve t-biltanol ayni
sekilde 1:1,5 (v/v) oraninda ilave edilgtir.

Maksimum verimle sonuglanacak en iyi sktlari belirlemek igin (NH).SOy
doygunligu toplamda %55, % 65, %75, %85, %95 ve t-biatand) (@rani 1:0.5,
1:1, 1:1.5, 1:2 olacajekilde denenngtir.

Ust Uste 2 kez TPP uygulanan enzim cozeltileri ldiyglemine tabi tutulmgtur.

Enzim c¢ozeltileri ayri ayri diyaliz torbasina yetlglmistir. Diyaliz torbasi, icinde
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pH = 7,0 fosfat tamponu bulunan getuir behere yerlgdirilerek 24 saat sireyle
diyaliz edilmi ve bu glem sirasinda tampon ¢ozelti en az 3 - 4 defastiglmi stir.

Diyaliz islemi magnetik kastirici Gzerinde +4°C’de gerceklgtirilmistir. Diyaliz
yontemi, iyonik olan ve olmayan, tim kictk molekiillyok etmek veya konsantre
etmek icgin basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Gékle c¢oOzeltilerdeki tuzlari ve
diger ki¢uk molekulleri ortamdan uzakiemakta kullantlir.

Diyaliz isleminden sonra enzim c¢o6zeltilerinin Lowry yontereiydrotein miktari ve

aktivite tayini belirlenmgtir. Her bir slem en az 3 kez tekrarlangtir.

3.2.2. Lowry yontemi ile protein miktarinin tayini

Lowry metodu; proteinlerin alkali bakir silfat ikasiyle, fosfotungustik asit ile mavi
renkli kompleks olsturma esasina dayanir. @un bu renkli kompleks ise
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda absorbéltdilerek kantitatif olarak
protein miktarlari tespit edilir. Proteinlerin gaunda tirozin veya triptofan veya her
iki aminoasit eit oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfastik-

fosfomolibdik asidi (Folin-Ciocalteu) reduikleyerekavi renk verirler. Bu metod ile,
proteinler once alkali ortamda bakir iyonu ile reigkna girerek bakir-protein
kompleksini olgturur, daha sonra ortama Folin-Ciocalteu c¢tzekdkiendginde

bakir-protein kompleksi, tirozin ve triptofan kokilge birlesir.

Ayiraglar:

1. Ayirag A: % 2 NaCOs (0.1 N NaOH icinde ). 2 g N&O; tartilarak 0.1 N NaOH
icinde ¢6zinmesi ggandi.

2. Ayirag B1: % 1 CuS® 5H,0. 1 g CuSQ@5H,0 tartilip, 100 mL'ye saf su ile
tamamlandi.

3. Ayirag B2: % 2 Na-K-Tartarat. 2 g Na-K-Tartatattilip 100 mL'ye saf su ile
tamamlandi.

4. Ayirag C: 50 hacim ayira¢ A + 1 hacimteranda kagtirilan ayiragc B1 ve B2.

5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi.
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6. Standart Bovin Albumin Cozeltisi: 1 mg/mL bowafbumin olacaksekilde stok

bovin albumin ¢ozeltisi hazirlandi.

3.2.3. SDS jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesilstilfat poliakrilamid jel elektroford&DS-PAGE), ayirma jeli %
12’lik ve yukleme jeli %5’lik olacalgekilde yapiimgtir.

Tablo 3.1. SDS jel elektroforezi b§kenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (%12) | Yukleme jeli (%5)
Yukleme jeli tamponu (1 M Tris---- 1.25mL

HCI)

Ayirma jeli tamponu (1.5 M Trist 2.5 mL

HCI)

% 10 SDS 0.1 mL 0,1 mL

%30 Akrilamid/ Bisakrilamid 4.0 mL 1.67 mL

Saf su 3.3mL 6.87 mL

% 10 APS 0.1 mL 0.1 mL

TEMED 0.004 mL 0.01 mL

Tablo 3.1' deki gibi hazirlanan ayirma jeli temizéen cam plaklar arasina
dokulmistar. Jel donduktan sonra plakalar arasi pastort gipkanilarak yikleme
jeli (Tablo 3.1.) ile doldurulmgtir ve Ust kismina tarak yest&ilerek donmaya
birakilmstir. Hazirlanan jel donduktan sonra elektroforazktaa yerlgtirilip, tank
ylritme tamponuyla doldurulngtwr. Standart proteinler ve érnekler 0,6-1 oraninda
numune tamponuyla katiriimis ve 95 °C’ de 20 dk inkube edilgtir. Tarak
cikartildiktan sonra jelde alan kuyucuklara denattire edilen ham enzim 6zutl ve
ornekler pipetle yerlgiriimistir. Daha sonra tank kapatilip sistem gahilmistir.
Proteinler (jelde olggn mavi renkli boya) yukleme jelinden ¢ikana kaBamA’ de,
ayirma jelinin sonuna gelene kadar 45 mA’ de ydnitigtir. Elektrik akimi
kesildikten sonra, jel sistemden dikkatlice cikgrtiboyama c¢ozeltisiyle hafifce
calkalanarak yakkak 3 saat boyanmiir. Protein bantlarinin gorindr hale getirilmesi

icin ise, boya giderme ¢ozeltisiyle muamele
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edilmistir. Islem boya jelden tamamen uzajdaa kadar boya giderme cozeltisinde
birka¢ saatte bir strekli @stiriimis ve sonrasinda protein bantlarinin gérinimu

kaydedilmitir.

3.2.4. Native (dgal) jel elektroforezi (Native-PAGE)

Ham enzim 6zitinde ve TPP ile sgflalmis POD enzimin varfii, SDS’siz
ortamda gercekigirilen native jel elektroforezi yapilarak substrabzeltileriyle
ortaya konulmstur. Dogal elektroforezglemi igin kullanilan % 12’ lik ayirma jeli ve
% 5’ lik yikleme jeli Tablo 3.2’ deki gibi hazirlamstir.

Tablo 3.2. Native jel elektroforezi bgenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (%12) | Yukleme jeli (%5)
Yukleme jeli tamponu (1 M Tris---- 1.25mL

HCI)

Ayirma jeli tamponu (1.5 M Trist 2.5 mL

HCI)

%30 Akrilamid/ Bisakrilamid 4.0 mL 1.67 mL

Saf su 3.4 mL 6.97 mL

% 10 APS 0.1 mL 0.1 mL

TEMED 0.004 mL 0.01 mL

Tablo 3.2’ deki gibi hazirlanan ayirma jeli temizéa elektroforez cam plakalarin
arasina mikropipet yardimiyla hava kabgr@lusmayacaksekilde doldurulmstur.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra Tablo 3.2’ edirthdigi gibi hazirlanan
yukleme jeli ile tamamen doldurularak, tarak Ussnkina yerlgtirildikten sonra
donmaya birakilngtir. Plakalar arasindaki jel donduktan sonra tacakarilarak
sistem elektroforez tankina yedtigilmistir. Tank native elektroforez yuritme
tamponuyla doldurulmgiur. Native elektroforez ytkleme boyasi ile 0.76raninda
karistirilan standart protein, ham enzim 6zutu ve oraekuyucuklara yuklenriir.
Jelde olgan mavi renkli boya, yikleme jelinden cikana ka@@rmA’ de, boya
ayirma jelinin sonuna gelene kadar 45 mA’ de ydditiiElektrik akimi kesildikten

sonra jel sistemden dikkatlice cikartibwe jel 45 mM guaiakol, 22.5 mM &, ve
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100 mM pH 7.0 fosfat tamponuyla 20 dk boyunca kafi€alkalanarak muamele
edilmistir. Daha sonra protein bantlarinin gérintisiu kaydestir.

3.3. Peroksidaz Enziminin Karakterizasyonu

POD enziminin kinetik ozelliklerinin agairllmasinda substrat spesifiglj optimum
pH, optimum sicaklik, optimum iyonigiddet, tuz toleransi, depolama karagllve
cesitli kimyasallarin  enzim aktivitesi Uzerine etkigin belirlenmesi cadmalari
gerceklgtirilmistir. Yapms oldusumuz bitin c¢agmalar HO, varliginda
gerceklatirilmi stir. Bunun sebebi, POD enziminin@, substrati varfiinda dger bir

substrata kar aktivite gostermesidir.

3.3.1. POD aktivite tayini

Peroksidaz enziminin aktivitesi pH 7,2’'de 0,1 M fldstamponu, 4-metil katekol
cozeltisi, HO, ve ham enzim ekstrakti karilarak oda sicakiinda, 420 nm’de 60
sn sure ile absorbanstaki artlgulerek belirlenmstir. Diger substratlar icin de
uygun pH dgerlerinde aynisiemler yapilmgtir. Her aktivite tayininde dl¢iimler en
az 3 kez tekrarlanrytir.

3.3.2. Substrat spesifikEi

Substrat spesifikgi calismasi enzimin hangi substrata gaafinitesinin daha yuksek
oldugu ve hangi substratla etkjiene gecebildiini gostermektedir. Substrat
spesifikligini belirlemek amaci ile POD enziminin 10 farklibstrata kagy aktivitesi
belirlenmgtir. Bu amacla, 4-metil katekol, katekol, pirogalldkafeik asit, o-
dianisidin, guaiakol, ABTS, gallik asit, )&, ve o-fenilen diamin substrat olarak
kullaniimistir. Elde edilen grafiklerden her substrat iciny Kve Vmax degeri
hesaplanngi ve substratlar kiyaslangtir. Yapilan c¢akmalar sonucunda enzim

kullanilan tim substratlara lgamaktivite gostermtir.
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3.3.3. pH etkisi

POD enzimi aktivitesi sabit ¥, substrati varfiinda 3,0 ile 9,5 arasinda ggen
pH’larda hazirlanmgi tamponlar ile 9 farkh substrat kullanilarak (4hdatekol,
katekol, pirogallol, kafeik asit, o-dianisidin, gakol, ABTS, gallik asit ve o-fenilen
diamin) saptandi. pH 3,0-6,0 afahda 0,1 M sitrat tamponu, pH 6,0-8,0 gtalda
0,1 M fosfat tamponu ve pH 8,0-9,5 agahda 0,1 M Tris tamponu hazirlargtr.
Enzim aktivite dlcimleri daha dnce bolum 3.3.1'kairtildigi gibi yapiimstir.

3.3.4. Sicakigin etkisi

POD enziminin optimum sicakini belirlemek icin 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80,
90, 100°C’ lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Bunu belirlemek igin daha énceki
gibi 60 sn boyunca 420 nm’de absorbanstakklarzienmitir. Yiksek sicakliklar
icin su banyosu ve duk sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanifm. Enzimin
aktivite gosterdii tum substratlar (4-metil katekol, katekol, pirdgh kafeik asit, o-
dianisidin, guaiakol, ABTS, gallik asit ve o-femlediamin) i¢in optimum sicaklik
calismasi yapilmgtir. Sabit 1 mM HO, varhiginda her bir substrat 5 mM
konsantrasyonunda kullanilgtr.

3.3.5. Enzim kinetgi

Enzimin Viyax ve Ky degerlerinin bulunmasi igin kinetik ¢cgmalarda 0,01 mM ile
20 mM arasinda ggsen substrat cozeltileri hazirlangir. Enzimin Vinax ve Ky
deserinin belirlenmesi icin spektrofotometrik olarak0 nm’de 60 sn aktivitesi
izlenmistir. Daha sonra absorbans-zaman @raflen ilk hizlari hesaplangtir. Bu
ilk hiz deserleri Lineweaver-Burk graginde (1/V'ye kagi 1/[S]) yerine konularak

Km Ve Viaxdegerleri bulunmytur.
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3.3.6. POD aktivitesi tizerine madde etkisi
3.3.6.1.inhibitor etkisi

POD enzim aktivitesi Uzerine inhibitorlerin etkisimcelemek amaciyla NaN
tiyoure, KCN, L-sistein, EDTA, SDS, Triton X-100;dlutatyon, 2-merkapto etanol
olmak tzere toplam 9 adet inhibitér kullanigtm. Her bir inhibitor icin §odegerleri

hesaplannstir.

Yapilan calgmalarda kullanilan inhibitérlerin yapgoldugu inhibisyon etkilerini
tespit etmek icin sabit enzim, 1 mM B ve 3 mM’lik sabit substrat
konsantrasyonunda aktivite tayini baz alinarak Ifakknsantrasyonlarda inhibitor
aktiviteleri tayin edilmgtir. Sonra her bir inhibitor icin % Ba Aktivite - [I]
grafikleri cizilmistir. Elde edilen grafiklerden enzim aktivitesini ryg indiren
substrat konsantrasyonu olap tlezerleri hesaplanmgtir. Aktivite tayinleri 4-metil

katekol substrati vaginda gerceklgtirilmistir. Islemler en az 3 kez tekrarlargtr.
3.3.6.2. Metallerin etkisi

POD enzimine metal etkisinin incelenmesi amaciytandart keullarda ortama
cssitli metal ¢ozeltilerinden eklenerek aktivite dlctinyapilmstir. Bu amacla sabit
enzim ve metal iyon ¢ozeltileri 1 mM, 5 mM, 10 mMmak Uzere 3 farkli
konsantrasyonda +4 °C’ de 1 saat inktbe edtimiCesitli metallerle inklibe edilen
enzimin aktivitesine, 3 mM 4-metil katekol ve 1 mMLO, substrat varfiinda
spektrofotometrik olarak 420’'nm de 60 sn boyundalbastir. Calsmada F&, Fe?,
CU+2, Zn+2, Mg+2, Hg+2, Ba+2, CaJ.rZ’ Li+1, CO+2, Mn+2, Pb+2, Sn+2, Na+1, K+1, Ni+2,
Cd", Al*®* metallerinin etkisi incelenrsiir. Elde edilen sonuclar metalsiz ortamda
gerceklgtirilen kontrol reaksiyonu ile kardastiriimis ve % kalan aktivite dgerleri

hesaplanmtir. Yapilan glemler en az 3 kez tekrarlangtir.
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3.3.6.3. Amino asitlerin etkisi

Yapilan calgmada L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisj L-Arginin, L-
Aspartik asit, L-Prolin, L-Fenilalanin amino asiilin POD enzimi Uzerine etkisi
incelenmgtir. Amino asit ¢ozeltilerinden 0.5 mM, 1 mM, 5 mMQ mM olmak tzere

4 farkli konsantrasyon baz alinarak sabit 1 mMOHve 3 mM 4-metil katekol
substratlari varinda 420 nm’ de 60 sn siresince enzim aktivitesatliesi
spektrofotometrik olarak bakilgtir. Elde edilen sonuclar amino asit icermeyen
kontrol reaksiyonu ile karastirilarak her amino asit i¢cin % kalan aktivitegéeleri
hesaplanmnstir. islemler en az 3 kez tekrarlangtr.

3.3.6.4. Organik ¢ozucu etkisi

POD enzim aktivitesi Uzerine organik ¢oOzuculerirki®hi incelemek amaciyla
etanol, metanol, DMSO, aseton, 1-butanol, 2-propddoroform, etil asetat olmak

Uzere toplam 8 adet organik ¢6zicu kullangtmi

Enzim 25 °C’de, sabit 150 rpm’ de kgmici ile 32 saat boyunca g#i organik
¢ozilerle inktbe edilmgtir. Enzim ve organik ¢dzucu (%25, v/v) kamindan sabit
miktarda alinarak 1 mM $D, ve 3 mM 4-metil katekol substratlari vaiinda 2.saat,
6.saat ve 32.saat sonunda spektrofotometrik old2& nm’de 60 sn slresince
aktivite tayini yapilmgtir. Elde edilen sonuglar organik ¢ozictu olmadapilga
kontrol reaksiyonu ile karastirilarak % kalan aktivite hesaplargtwr. Yapilan

islemler en az 3 kez tekrarlangtir.

3.3.6.5.1yonik siddet etkisi

POD enziminin optimum iyonikiddetini belirlemek icin oda sicakinda 1- 5 mM
arasinda dgésen NaCl cozeltilerinin enzim aktivitesine etkisicelenmitir. Bunu
belirlemek i¢in sabit enzim, 1 mM J,, 3 mM 4-metil katekol substratlar
kullanilimis ve daha 6nceki gibi 60 sn boyunca 420 nm’'de alaswmtiaki dgisimi

izlenmistir. islemler 3 kez tekrarlanmtir.
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3.3.6.6. Enzimin tuz toleransi

Yapilan calgmada enzimin tuz toleransini belirlemek icin odeakliginda 2 saat
boyunca, 1 - 5 mM arasindagigen NaCl co6zeltileri ile enzim inklbe edilgtir.
Sabit enzim, 1 mM bD,ve 3 mM 4-metil katekol substratlari kullanignr. Onceki
gibi 60 sn boyunca 420 nm’'de absorbanstakjigimine bakilarak enzim aktivitesi

incelenmitir. Islemler 3 kez tekrarlanmtir.

3.3.7. Enzimin depolanma kararlilg

POD enziminin depolanma kararglicalsmasi -20°C, +4°C ve ortalama 2%C olan

oda sicakiil olmak tzere 3 farkli sicaklik gerinde gerceklgirilmi stir.

Enzimin oda sicak@inda depolanma karariiini bulabilmek igin enzim
aktivitesindeki azalma 1-2 saatte bir 420 nm’de sBOboyunca absorbans gaei
olculerek kaydedilngtir. Gln icinde birkac deer alindiktan sonra -20C’de
muhafaza edilmgive sonraki giin tekrar oda sicgkha getirilerek 1-2 saatte bir ayni
sekilde dlcumler alinnsgtir. Substrat olarak 5mM 4-metil katekol ve 1 mMQ4

kullaniimistir.

Enzimin +4°C’de depolanmasindaki karargligormek amaciyla enzim +%’'de
saklanarak, 1 - 2 gunde bir 420 nm’de 60 sn boywlrsorbans deri Olgulerek
kaydedildi. Substrat olarak 5 mM 4-metil katekol venM H,O, kullaniimstir. -20
°C’deki kararlilgin olctlmesi icin aynsekilde aktivite dlgulmé fakat 6lcuim sikgi

3-4 gunde bir olarak ayarlangtir.

3.4. Askorbat Peroksidaz Enziminizolasyonu

Dondurucuda depolangi kiwano bitkisinden 10 gram alinarak ince ince
dogranmstir. % 0,5 PVP ve 0,0002 M AsA iceren 30 ml 0,1 d&fat tamponu (pH
7,0) ile hazirlanan ¢ozelti blender da 5 dakikaurma kamtirilarak parcalanngtir.
5,000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifilj eddgnae 3 kat tilbent ile stzulngtiir.

Bu karsim ham enzim ekstrati olarak adlandirgtm
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3.5. Askorbat Peroksidaz Enziminin Karakterizasyonu

3.5.1. APX aktivite tayini

APX enziminin aktivitesi kuartz kivette pH 6,2'desfat tamponu, bD,, ASA
cOzeltisi ve ham enzim ekstrakti kamlarak oda sicak@inda, 285 nm’de 60 sn
sureyle absorbanstaki azalma oOlculerek tayin egiimiHer 6lcim icin toplam
reaksiyon hacmi 3 mL olarak sabit tutulstur. Zamana kar absorbans dgerleri
grafige gecirilerek elde edilen grgi egiminden ilk hiz dgerleri hesaplanmgtir ve

bu islemler 3 kez tekrarlanngtir.

3.5.2. pH etkisi

APX enzimi aktivitesine pH etkisinin incelenmesbgad,02 mM HO, ve 0,5 mM
AsA substrati varfiinda 3,0 ile 9,0 arasindagigen pH’larda hazirlanrgitamponlar
kullanilarak saptanmgtir. pH 3,0-6,0 aragginda 0,05 M sitrat tamponu, pH 6,0-8,0
aralginda 0,05 M fosfat tamponu ve pH 8,0-9,0 aalda 0,05 M Tris tamponu
hazirlanmgtir. Enzim aktivite 6lcimi daha once bolum 3.5.& ldelirtildigi gibi
yapilmstir.

3.5.3. Sicaklik etkisi

APX enziminin optimum sicakdini belirlemek icin 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80,

90 °C’lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Bunu belirlemek icin daha onceki gibi 60
sn boyunca 285 nm’de absorbanstaki azalma izkgmmY Uksek sicakliklar igin su
banyosu ve diilk sicakliklar icin ise buz banyosu kullanigtm. Calsmalar pH 6,2
fosfat tamponu, sabit 0,02 mM .8, ve 0,5 mM AsA substrati vaginda
gerceklatirilmi stir.
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3.5.4. Enzim Kinetgi

Enzimin Vhax Ve Ky deserlerinin bulunmasi icgin kinetik ¢camalarda 0,01 mM ile
10 mM arasinda ggsen HO, ve AsA’ten olyan substrat ¢cozeltileri hazirlangtir.
APX enzimi icin BO, sabit tutularak AsA’in farkli konsantrasyonlardatiopum
aktivite olclimleri spektrofotometrik olarak 285 raa’ 60 sn yapilngtir. Ik hiz
deserleri Lineweaver-Burk grafinde (1/V'ye kagl 1/[S]) yerine konularak K ve
Vmaxdegerleri bulunmugtur. HO, substratinin kg ve Vinax degerini belirlemek icin 4
farklh AsA ve HO, konsantrasyonu belirlengtir. AsA’in her bir konsantrasyonu
icin farkli H,O, konsantrasyonlari ile enzim aktiviteleri 6l¢ulgtiir. Ik hiz deserleri
Lineweaver-Burk grafiinde (1/V’'ye kasl 1/[S]) yerine konulmgtur. Elde edilen
deserler ile cizilen d@rularin paralel oldgu ortaya cikmgtir. Her bir paralel dgru
icin y = mx+ n denkleminden y-intersept (y-kesindiggerleri bulunmuytur. AsA
konsantrasyonun tersine keuk y-intersept dgerleri icin grafik cizilmg ve HO;

icin Ky ve Vmax deserleri bulunmuytur. Yapilan glemler en az 3 kez tekrarlargtr.

3.5.5. APX aktivitesi Uizerine madde etkisi

3.5.5.1.inhibitor etkisi

APX enzim aktivitesi Uzerine inhibitorlerin etkisimcelemek amaciyla NajNKCN,
2-merkapto etanol, L-sistein, EDTA, iyodoacetan2djitrobenzoik asit, L-glutatyon
olmak Uzere toplam 8 adet inhibitor kullanmigm. Kullanilan inhibitorlerin yapnsi
oldugu inhibisyon etkilerini tespit etmek icin sabit @mz 0,02 mM HO, ve 0,5
mM’lik  AsA  konsantrasyonunda aktivite tayini baz ngrak farkli
konsantrasyonlarda inhibitor aktiviteleri tayin ledgistir. Sonra her bir inhibitdr icin
% Bagll Aktivite - [I] grafikleri cizilmistir ve enzim aktivitesini yariya indiren
inhibitor konsantrasyonu olarak ifade edilgpdeserleri hesaplanmtir. Islemler en

az 3 kez tekrarlanrgtur.
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3.5.5.2. Metal etkisi

APX enzimine metal etkisinin incelenmesi amaciytandart kgullarda ortama
cesitli metal ¢ozeltilerinden eklenerek aktivite dlgtinyapilmstir. Bu amacla sabit
enzim ve metal iyon ¢ozeltileri 1 mM, 5 mM, 10 mMmak Uzere 3 farkli
konsantrasyonda +4 °C’ de 1 saat inktbe ediimiCesitli metallerle inkiibe edilen
enzimin aktivitesine, 0,5 mM AsA ve 0,02 mM,®Bt substrat varfiinda
spektrofotometrik olarak 285 nm'de 60 sn boyundalbastir. Calsmada F&, Fe'?,
CU+2, Zn+2, Mg+2, Hg+2, Ba+2, CaJ.rZ’ Li+1, CO+2, Mn+2, Pb+2, Sn+2, Na+1, K+1, Ni+2,
Cd", Al*®* metallerinin etkisi incelenrsiir. Elde edilen sonuclar metalsiz ortamda
gerceklgtirilen kontrol reaksiyonu ile kardastiriimis ve % kalan aktivite dgerleri

hesaplannstir. Islemler en az 3 kez tekrarlangtr.
3.5.5.3. Amino asit etkisi

APX enzimi Gzerine amino asit etkisini incelemeki¢-Histidin, L-Glutamik asit,
L-Treonin, L-Lisin, L-Arginin, L-Aspartik asit, L-Blin, L-Fenilalanin amino asitleri
kullaniimistir. Amino asit ¢ozeltilerinden 0.5 mM, 1 mM, 5 mNMQ mM olmak
Uzere 4 farkli konsantrasyon baz alinarak sabi2 &fM H,O, ve 0,5 mM AsA
substratlari varfiinda 285 nm’de 60 sn siresince enzim aktivitesitidsie
spektrofotometrik olarak incelengtir. Elde edilen sonuclar amino asit icermeyen
kontrol reaksiyonu ile karastirilarak her amino asit i¢cin % kalan aktiviteggeleri
hesaplanmnstir. Islemler en az 3 kez tekrarlangtr.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR VE SONUCLAR

4.1. Peroksidazin (POD) Uclu-faz Ayirma Teknri ile Saflastiriimasi

Uygulanan Uclu-faz ayirma telgni (TPP) sonrasinda diyalize tabi tutulan ham
ekstrakt ve drnek enzim c¢o6zeltileri igin, 600 nn& Howry yontemine gdre protein
miktari tayini ve 420 nm’ de spektrofotometrik @kr POD aktivitesi tayini
yapiimstir. Elde edilen sonuclar Tablo 4.1’de sunugow.

Tablo 4.1. Kiwano Qucumis metuliferys bitkisinden elde edilen POD enziminin saflalma

basamaklari ve saffarma orani

Saflastirma Aktivite Protein Spesifik Verim | Saflastirma

basamaklarn | (EU/ml.dak) | Miktari Aktivite (%) orani
(mg/ml) | (EU/mg)

Homojenat 444.8 1,1653 381,7198 100 1

TPP 657,2 0,8952 734,1009 147,7518 1,9231

Diyaliz 617,3 0,3619 | 1705,4347 138,7815 4,4678

4.2. SDS-PAGE ile Enzim Saffiinin Kontrolu

Bolum 3.2.4° te belirtildgi gibi gerceklatirilen SDS jel elektroforezi sonuglarina
gore standart protein kanmindaki, ham enzim 6zutindeki ve 6érneklerdeki girot

bantlariSekil 4.1’de oldgu gibi gérinmektedir.
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Sekil 4.1. SDS-PAGE sonucunda elde edilen jel goaf

4.3. Native-PAGE ile Enzim Safiginin Kontrol

Bolum 3.2.5’ te belirtildgi sekilde gerceklgirilen Native jel elektroforezinden elde
edilen ham enzim 6zt ve orneklerdeki protein lbangekil 4.2" te oldgu gibi
gorinmektedir.

Sekil 4.2. Native-PAGE sonucunda elde edilen jebfoafi
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4.4. Peroksidaz Enziminin Karakterizasyonu
4.4.1. pH etkisi

POD enzimi aktivitesi 3 ile 9,5 arasindagden pH’larda hazirlanrgitamponlar ile
9 farkh substrat kullanilarak (4-metil katekol, t&kol, pirogallol, kafeik asit,
o-dianisidin, guaiakol, gallik asit, ABTS, ve o-fieam diamin) tayin edildi. Enzim
aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle 60 siiresince 420 nm absorbans

artglari izlenerek gercekdgrilmi stir.

Bu calsmada grafiklerden de gorulebilggagibi POD enziminin her substrata kar
optimum pH degerleri sirasiyla 4-metil katekol icin 7,2 (fosfaimponu) $ekil 4.3),
ABTS igin 4,0 (sitrat tamponulékil 4.4), guaiakol i¢in 6,0 (sitrat tamponpekil
4.5), kafeik asit icin 6,5 (sitrat tamponuJekil 4.6), o-dianisidin icin 4,0 (sitrat
tamponu) $ekil 4.7), o-fenilen daimin icin 5,0 (sitrat tampgnSekil 4.8), progallol
icin 7,5 (fosfat tamponuSekil 4.9) , katekol igin 6,0 (sitrat tampongekil 4.10) ve
gallik asit 6,0 (sitrat tamponu$€kil 4.11) olarak bulunmytur.
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Sekil 4.3. Kiwano POD icin 4-metil katekol substrati optimum pH grafi
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Sekil 4.4. Kiwano POD icin ABTS substratinin optimyaid grafisi

120
100
80
60

40

% Bagil Aktivite

20

10

pH

Sekil 4.5. Kiwano POD ic¢in guaiakol substratininioptm pH grafgi
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Sekil 4.6. Kiwano POD icin kafeik asit substratimptimum pH grafi
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Sekil 4.7. Kiwano POD ic¢in o-dianisidin substratimptimum pH grafi



120

100

% Bagil Aktivite
B D (0]
o o o

N
o

o

pH

Sekil 4.8. Kiwano POD i¢in o-fenilen diamin substrah optimum pH gra§i
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Sekil 4.9. Kiwano POD ig¢in progallol substratinintiopum pH grafgi
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Sekil 4.10. Kiwano POD igin katekol substratininioptm pH grafgi
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Sekil 4.11. Kiwano POD icin gallik asit substratiroptimum pH grafii
4.4.2.Sicaklik etkisi

Bolum 3.3.4.’deanlatildgl gibi, 4-metil katekol, ABTS, guaiakol, gallik askafeik
asit, o-dianisidin, o-fenilen diamin, progallol \Jatekol substratlari kullanilarak
POD enziminin optimum sicakini belirlemek icin 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80,
90, 100°C’lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Yiksek sicakliklar icin su banyosu

ve diik sicakliklar icin ise buz banyosu kullanifm. Bu calsmada substrat
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konsantrasyonu 5 mM olarak kullaniktr. Asagida verilen grafikler incelenginde
enzimin maksimum aktivite gostegdlisicaklgin 30 — 40°C (optimum sicaklik)
araliklarinda oldgu goérilmektedir. Optimum sicakliktan daha yuksealaldiklarda

aktivitede azalma goérilmektedir. Bu da enzimin leikéa kismen inaktif oldgunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.12. Kiwano POD icin 4-metil katekol substrah optimum sicaklik grafi
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Sekil 4.13. Kiwano POD icin ABTS substratinin optimsicaklik grafgi
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Sekil 4.14. Kiwano POD igin guaiakol substratinittiopum sicaklik grafii
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Sekil 4.15. Kiwano POD icin kafeik asit substratioptimum sicaklik gragi
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Sekil 4.16. Kiwano POD i¢in o-dianisidin substranraptimum sicaklik gradi
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Sekil 4.17. Kiwano POD igin o-fenilen diamin subs$tman optimum sicaklik grafi
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Sekil 4.18. Kiwano POD igin progallol substratiniptionum sicaklik grafi
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Sekil 4.19. Kiwano POD icin katekol substratininioptm sicaklik grafii
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Sekil 4.20. Kiwano POD igin gallik asit substratimptimum sicaklik grai

4.4.3. Enzim kinetgi

Kinetik calsmalar 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafe#ésit, o-dianisidin,
guaiakol, gallik asit, ABTS, bD, ve o-fenilen diamin substratlari icin yapiktmi.
POD enzimi HO, varliginda aktivite gosteren bir enzim olup bu enzimipWe Ky
degerleri ile ilgili calismalar HO, ve 9 farkl substrat vaginda yapilmgtir. Bunun
icin POD enzimi ile 4-metil katekol, katekol, piraltpl, kafeik asit, o-dianisidin,
guaiakol, gallik asit, ABTS ve o-fenilen diamin stitatlari sabit tutularak 4, icin
farkll konsantrasyonlarda optimum aktivite 6lcumlgapiimi olup Lineweaver-
Burk grafikleri ¢izilmistir. Daha sonra POD enzimi ile,8, sabit tutularak 9 farkl
substratin farkli konsantrasyonlarindaki optimuntivétle olcimleri yapilmg olup
Lineweaver-Burk grafikleri cizilmtir. Her bir calsma en az ¢ kez tekrarlanytr.
Bu grafiklerden elde edilen denklemlerden yaraltaak her bir substrat icin ayri

ayr Vmax Ve Ky degerleri hesaplanmtir.
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Sekil 4.21. Kiwano POD icin KO, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkinetil katekol
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.22. Kiwano POD icin 4-metil katekol substr&bnsantrasyonu sabit tutulurken farkly®}

substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.23. Kiwano POD igin KO, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farl®T& substrat
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] ggafi
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Sekil 4.24. Kiwano POD igin ABTS substrati konsasyranu sabit tutulurken farkl }D, substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] ggafi
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Sekil 4.25. Kiwano POD icin kD, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farihigkol substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] ggafi
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Sekil 4.26. Kiwano POD icin guaiakol substrati komsasyonu sabit tutulurken farkli,|®, substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] ggafi
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Sekil 4.27. Kiwano POD icin KO, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farldfelk asit
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.28. Kiwano POD icin kafeik asit substratinkantrasyonu sabit tutulurken farkli,®}
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.29. Kiwano POD igin KO, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farktiamisidin
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.30. Kiwano POD i¢in o-dianisidin substratorisantrasyonu sabit tutulurken farkl,®}
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.31. Kiwano POD icin KD, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkierdlen diamin
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.32. Kiwano POD icin o-fenilen diamin substreonsantrasyonu sabit tutulurken farkly®4
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.33. Kiwano POD icin KD, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farfdgpllol substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] ggafi
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Sekil 4.34. Kiwano POD icin progallol substrati kantrasyonu sabit tutulurken farkl,8, substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] ggafi
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Sekil 4.35. Kiwano POD icin KD, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken fartekol substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] ggafi
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Sekil 4.36. Kiwano POD ic¢in katekol substrati konsagyonu sabit tutulurken farkli @, substrati
konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] gafi
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Sekil 4.37. Kiwano POD igin kDO, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farldllilg asit
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1gi&figi
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Sekil 4.38. Kiwano POD igin gallik asit substrati Hgantrasyonu sabit tutulurken farkli,®,
substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi



Tablo 4.2. Kiwano POD enziminin substrat spesifikilie ilgili toplu bulgular
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Vmax .
) Optimum
Km(mM) | (EU/dK) Km V max Optimum
Substrat . Sicaklik
(°C)
sbt)
4-metil katekol | 1,1343 0,0047 1,1191 0,0109 7,2 40
ABTS 0,3507 0,0831 0,5326 0,1141 4 40
Gallik Asit 6,3006 0,0068 0,642( 0,0054 6 30
Guaiakol 1,8391 0,0155 0,2428 0,0066 6 30
Kafeik Asit 0,0314 0,0033 0,4418 0,0098 6,5 30
o-dianisidin 0,2112 0,0439 1,4569 0,0969 4 30
o-fenilen
1,4346 0,0436 1,3596 0,0600 5 30
diamin
Progallol 1,5485 0,0098 0,1327 0,0016 7,5 40
Katekol 4,9916 0,0096 0,3198 0,0064 6 40

4.4.4.inhibitor etkisi

Kiwano bitkisinden ekstrakte edilen POD enzimi izertoplam 9 farkli maddenin

inhibitér etkisi bolium 3.3.6.1.’de anlatifg gibi saptanngtir. Yapilan ¢cagmada
NaN, tiyoure, KCN, L-Sistein, EDTA, SDS, Triton X-10&e L-Glutatyon ve 2-

merkapto etanol olmak Uzere 9 farkli maddenin indrketkisi incelenmitir. Yapilan

calismalar sonucunda 2-merkapto etanol harigedimaddelerin inhibitor etkisi

goOsterdgi gozlemlenmgtir. inhibitor etkisi gosteren inhibitorler iginsol deserleri

hesaplanmgtir. Elde edilen grafikler ve hesaplanangeeerin tablosu sagida

verilmistir.
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Sekil 4.39. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enziirerine NaN etkisi
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Sekil 4.40. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enzirrerine tiyoure etkisi
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Sekil 4.41. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enzirerine KCN etkisi
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Sekil 4.42. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enziirerine L-Sistein etkisi

79



120
100

% Bagil Aktivite
N H D (0]
o o o o o

4
[EDTA] (mM)

Sekil 4.43. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enzimmerine EDTA etkisi
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Sekil 4.44. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enziinerine SDS etkisi
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Sekil 4.45. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enziirerine Triton X-100 etkisi
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Sekil 4.46. Kiwano bitkisinden elde edilen POD enzirrerine L-Glutatyon etkisi
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Tablo 4.3. Kiwano POD enzimi Uizerine etki eden lirlerin s, degerleri

NaN; 18,0787
Tiyolre 0,8415
KCN 0,00043
L-Sistein 0,2617
EDTA 4,6738
SDS 108,1566
Triton X-100 (v/v) 0,7866
L-Glutatyon 0,9154

4.4.5. Metal etkisi

Kiwano bitkisinden ekstrakte edilen POD enzimi iizeretki eden toplam 18 metal
bslim 3.3.6.2.’de anlatilgh gibi sabit substrat ve enzim konsantrasyonlarifr@f,
Fe+3, Cu+2, Zn+2, Mg+2, Hg+2, Ba+2, Caf'z, Li+1, Co+2, Mn+2, Pb+2, Sn+2, Na*l, K+1,
Ni*?, Cd? Al"® metal iyon c¢ozeltilerinden 1 mM, 5 mM, 10 mM ahak enzim
aktivitesindeki etkisi incelenrgtir. POD enziminin ekstrakte edilglikayngza bali
olarak metaller ile muamele edifiinde enzim aktivitesinde agtiya da azalma
oldugu gozlenmitir. incelemeler sonucunda metal varda gerceklgirilen aktivite
deserleri metalsiz ortamda gerceklieilen kontrol reaksiyonu ile kadastiriimis ve
% kalan aktivite dgerleri hesaplanarak tablo halinde sunujtau



Tablo 4.4. Kiwano POD enzimi tizerine metallerinigtk
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POD % Kalan Aktivite

Metaller Metal Konsantrasyon (mM)

1 mM 5mM 10 mM
Kontrol 100 100 100
Fe'? 116,07 10,71 10,71
Fe* 132,14 119,64 103,57
Cu*? 121,43 101,78 101,78
Zn*? 125,00 87,50 -
Mg *? 83,93 80,36 69,64
Hg*? 350,00 1080,35 11776,78
Ba*? 116,07 112,50 100
ca® 119,64 117,86 116,07
Li*t 139,28 148,21 155,36
Co* 187,50 150,00 126,78
Mn *2 121,43 100 103,57
Pb*? 98,21 92,85 85,71
Sn*? 96,43 76,78 75,00
Na'? 125,00 119,64 128,57
K*t 126,78 128,57 125,00
Ni*2 128,57 158,93 183,93
Cd*? 125,00 112,50 96,43
Al*3 128,57 117,86 78,57




4.4.6. Amino asit etkisi

Kiwano bitkisinden ekstrakte edilen POD enzimi irzeretki eden toplam 8 amino
asit bolum 3.3.6.3."de anlatifgigibi sabit substrat ve enzim konsantrasyonlarinda
L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisin, LArginin, L-Aspartik asit, L-
Prolin, L-Fenilalanin ¢ozeltilerinden 0.5 mM, 1 mM&,mM, 10 mM alinarak enzim

aktivitesindeki etkisi incelenrgtir. POD enziminin ekstrakte edifgikaynga basli

olarak amino asitler ile muamele edfoide enzim aktivitesinde agtya da azalma
oldugu gozlenmgtir. incelemeler sonucu amino asitlerin 0.5, 1, 5, 10 mM
konsantrasyonlarindaki kalan aktivite yuzdeleri dppgnmg ve tablo halinde

sunulmutur.

Tablo 4.5. Kiwano POD enzimi lUzerine amino asitlexikisi

POD % Kalan Aktivite

Amino asit Amino asit Konsantrasyon (mM)

0.5 mM 1mM 5mM 10 mM
Kontrol 100 100 100 100
L-Histidin 107,14 107,14 112,50 116,07
L-Glutamik asit | 105,36 103,57 103,57 94,64
L-Treonin 107,14 103,57 100 96,43
L-Lisin 103,57 105,35 100 100
L-Arginin 112,50 112,50 110,71 103,57
L-Aspartik asit 114,28 121,43 110,71 82,14
L-Prolin 100 92,85 80,35 69,64
L-Fenilalanin 105,35 100 92,85 89,28

4.4.7. Organik ¢ozlcu etkisi

Kiwano bitkisinden ekstrakte edilen POD enzimi izer toplam 8 organik
¢ozucundn etkisi bolim 3.3.6.4.’de anla@idgibi incelenmgtir. Methanol, DMSO,
Aseton, Etanol, 1-butanol, 2-propanol, Kloroform ¥ilasetat c¢o6zeltilerinden

toplamda %25 (v/v) olacakekilde enzim ekstrakti ile inkibe edilerek bellnzn
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araliklariyla sabit konsantrasyonda 1 mMCHve 3 mM 4-metil katekol eklenerek
enzim aktivitesine bakilngtir. POD enziminin ekstrakte edifdi kayngsa bali
olarak organik ¢ozucl ile muamele ediidde enzim aktivitesinde azalma offlu
gozlenmgtir. Organik ¢6zucil ile muamele edilen enzimin aktisine 2.saat, 6.saat
ve 32.saat sonunda bakiktm ve kalan ylzde aktiviteleri hesaplanarak taidtinde

sunulmuytur.

Tablo 4.6. Kiwano POD enzimi izerine organik ¢cozétkisi

POD % Kalan Aktivite
Organik Cozucl (%25 viv) | 2.saat 6.saat 32.saat
Kontrol 100 100 100
Methanol 27,59 27,59 24,14
DMSO 41,38 37,93 24,14
Aseton 10,34 6,89 3,45
Etanol 20,69 17,24 13,79
1-butanol 93,10 - -
2-propanol 24,14 13,79 6,89
Kloroform 75,86 - -
Etil asetat 10,34 - -

4.4.8. Optimum iyonik siddet

Yapilan calgmada kiwano bitkisinden elde edilen POD enziminmiraum iyonik
siddetini belirlemek icin sabit enzim, 1 mM ,8,, 3 mM 4-metil katekol
substratlarina oda sicakinda 1 mM ile 5 mM arasinda gilgen NaCl cozeltileri
eklenmitir. Spektrofotometrik olarak daha 6nceki gibi 69 Isoyunca 420 nm’'de
absorbanstaki ggsimi izlenmistir. Elde edilen sonuclar NaCl olmadan yapilan

kontrol reaksiyonu ile kadastirilarak % b&il aktivite olarak hesaplanstir.
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Sekil 4.47. Kiwano POD icin NaCl optimum iyongiddet etkisi

4.4.9. Enzimin tuz toleransi

POD enzimin tuz toleransini belirlemek icin bolin3.8.6’ da anlatild gibi oda
sicaklginda 2 saat boyunca, 1 mM ile 5 mM arasindgisge NaCl cozeltileri ile
enzim inkibe edilerek, 1 mMJ@, ve 3 mM 4-metil katekol substratlar vaihda
enzim aktivitesine bakilrgtir. Elde edilen sonuclar NaCl olmadan yapilan kaint

reaksiyon sonucu ile katastirilarak % bl aktiviteleri hesaplanmtir.
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Sekil 4.48. Kiwano POD igin NaCl - tuz tolerans ggaf
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4.4.10. Enzim depolanma kararlilg
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Sekil 4.49. Kiwano bitkisinden elde edilen POD igida sicakigindaki aktivitesinin zamanla @gimi
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Sekil 4.50. Kiwano bitkisinden elde edilen POD igi# °C’deki aktivitesinin zamanla gisimi
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Sekil 4.51. Kiwano bitkisinden elde edilen POD igl0 °C’'deki aktivitesinin zamanla ggsimi

Bolum 3.3.7.’de anlatilgh gibi enzimin oda sicaldinda, -20 °C'de ve +4 °C’de
depolama siresince karagihi incelemek amaci ile 5 mM 4-metil katekol (pr2)7,
substrati kullanilngtir. Oda sicakfiinda her saat dlgim alinirken, -20 °C’de her 3-4
gunde bir, +4 °C’ de ise her 1-2 gtinde bir dlcimralstir. Her biri icin enzimin %

bagil aktivitesi hesaplanrgiir.

Oda sicakliinda yapilan depolama karaghlicalsmasi sonucunda, POD enziminin
aktivitesi ilk on saatte % 36, kirk alti saatte @ $iz seksen saatte % 68, iki yiz
yirmi sekiz saatte % 72 ve dort yuz saatte %84nagat. +4 °C’ de ise POD
enziminin aktivitesi ilk ¢ ginde % 22, onsbginde % 46, otuz ginde % 58 ve
altmis glinde 83% azalmstir. -20 °C’ de ise POD enziminin aktivitesi ilk on bir
gunde % 33, yetmibes giinde % 55, doksan alti giinde % 59, ylz otyzgli@de %
73 aktivitesini kaybetsi belirlenmistir.
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4.5. Askorbat Peroksidaz (APX) Enziminin Karakterizasyonu

4.5.1. pH etkisi

APX enzimi aktivitesi i¢cin 3 ile 9 arasindaglgen pH’larda hazirlanmitamponlar
kullaniimistir. Enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik ytmle 60 sn siresince
285 nm absorbanstaki azalma izlenerek gerggklmistir. Toplamda 0,02 mM
H,O, ve 0,5 mM AsA varlginda sabit enzim kullanilarak olcimler aligim
Asagida verilen grafik incelendinde enzimin maksimum aktivite gostetdipH

degerinin (optimum pH) 6,2 oldiu gortlmektedir.
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Sekil 4.52. Kiwano APX icin AsA - HO, substratinin optimum pH gréfi

4.5.2.Sicaklik etkisi

Bolum 3.5.3.’de anlatildgl gibi, H,O, ve AsA substratlari kullanilarak APX
enziminin optimum sicakiini belirlemek icin 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 90
°C’lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Bu calsmada substrat konsantrasyonlari
H,0O; icin 0,02 mM, AsA icin 0,5 mM olarak kullanilgtir. Asagida verilen grafik
incelendginde enzimin maksimum aktivite gosteidisicaklgin 30 °C (optimum

sicaklik) oldgu gorulmektedir. Optimum sicakliktan daha ylkse&aldiklarda
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aktivitede azalma gorulmektedir. Bu da enzimin ldi&ta kismen inaktif oldgunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.53. Kiwano APX icin AsP - D, substratinin optimum sicaklik grgifi

4.5.3. Enzim kinetgi

Kinetik calsmalar Bélim 3.5.4’de anlatilgh gibi yapiimstir. AsA icin 0,01 mM ile
1 mM arasinda dgsen konsantrasyonlar kullanilgr. H,Oicin ise 0,001 ile 1 mM
arasinda dasen konsantrasyonlar kullanilghr. Tum aktivite olgtimleri
spektrofotometrik olarak kuvartz kivette 285 nm’ @@ sn yapilngtir. Yapilan
calismanin sonunda elde edilen grafiklerden AsA w©Hsubstratlar icin ayri ayri

Kwm ve Vinaxdeserleri bulunmygtur. Her bir cagma en az (¢ kez tekrarlangtn.
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Sekil 4.54. Kiwano APX enziminin D, substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkbAA

substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1djgfigi
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Sekil 4.55. Kiwano APX enziminin ¢ift tarafli olarald,O, ve AsA substratlarinin konsantrasyonu
degistirilerek elde edilen 1/V-1/[AsA] gradi
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Sekil 4.56. Kiwano APX enziminin cift tarafli olarald,O, ve AsA substratlarinin konsantrasyonu
degistirilerek cizilenSekil 4.20'den elde edilen intersept—14{B}] grafigi

Elde edilen grafiklere gore; AsP iciniKV max degerleri sirasiyla 284.80 uM, 0.0035
EU/dk. HO; icin Ky, Vmax deserleri sirasiyla 64.90 uM, 0,0077 EU/dk. olarak

bulunmutur.

4.5.4.inhibitor etkisi

Kiwano bitkisinden elde edilen APX enzimi Uzerinplam 8 farkli maddenin
inhibitér etkisi Bolim 3.5.5.1’de anlatilgh gibi yapiimstir. Kullanilan maddeler;
sodyum azit, potasyum siyanur, 2-merkapto etanesistein, etilendiamin tetra
asetik asit (EDTA), iyodoacetamid, 2-nitrobenzoilsitave L-glutatyon’'dur.
Kullanilan maddelerin enzim lzerine yagnoldugu inhibisyon etkilerini tespit
etmek icin sabit enzim, 0,02 mM &, ve 0,5 mMIk AsA ve farkl
konsantrasyonlarda inhibitér madde eklenerek enaktiviteleri tayin edilmgtir.
Yapilan c¢algmalar sonucunda L-Glutatyon ve EDTA harigeali tim maddelerin
enzim (zerinde inhibisyon etkiye sahip atdubulunmgtur. Inhibitor 6zellik
gOsteren tim maddeler icin % BbAktivite — inhibitér konsantrasyonu [I] grafikte
cizilmistir ve enzim aktivitesini yariya indiren inhibitéionsantrasyonu olarak ifade

edilen ko degerleri hesaplanarak tablo halinde sunutau
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Sekil 4.58. Kiwano APX enzimi Uzerine KCN etkisi
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Sekil 4.59. Kiwano APX enzimi Uizerine 2-merkaptoretbetkisi
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Sekil 4.60. Kiwano APX enzimi lizerine L-Sistein etki
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Sekil 4.61. Kiwano APX enzimi Uizerine iyodoacetareitlisi
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Sekil 4.62. Kiwano APX enzimi Uzerine 2-nitrobenza@igit etkisi
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Tablo 4.7. Kiwano APX enzimi Uzerine etki eden itirlerin I, degerleri

s Ki
Inhibitor | SL\EVSFA(;
NaNj; 0,2888
KCN 0,1885
2-merkapto etanol 7,5723
L-Sistein 0,9091
Iyodoacetamid 10,2317
2-nitrobenzoik asit 0,3316

4 5.5. Metallerin etkisi

Kiwano bitkisinden ekstrakte edilen APX enzimi lGmeretki eden toplam 18 metal
bslim 3.3.5.2'de anlatilgh gibi sabit substrat ve enzim konsantrasyonlarifef,
Fe+3, Cu+2, Zn+2, Mg+2, Hg+2, Ba+2, Ca+2, Li+1, Co+2, Mn+2, Pb+2, Sn+2, Na*l, K+1,
Ni*%, Cd? AI™ metal iyon cozeltilerinden 1, 5, 10 mM alinarak ziem
aktivitesindeki etkisi incelenrgtir. APX enziminin ekstrakte edilgh kayngza bali
olarak metaller ile muamele edifiinde enzim aktivitesinde agtiya da azalma
oldugu g6zlenmgtir. incelemeler sonucu aktiviteler 1, 5, 10 mM konsaywadaki

kalan yuzdeleri halinde hesaplanae tablo halinde sunulngtur.



Tablo 4.8. Kiwano APX enzimi tzerine metallerinistk
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APX % Kalan Aktivite

Metaller Metal Konsantrasyon (mM)

1 mM 5mM 10 mM
Kontrol 100 100 100
Fe*? 55,55 - 138,88
Fe* 11,11 - 77,77
Cu*? 677,77 11,11 -
Zn*? 50,00 11,11 11,11
Mg *? 66,66 55,55 55,55
Hg*? - 6,66 6,66
Ba*? 88,88 111,11 133,33
ca® 44,44 55,55 66,66
Li*t 100 61,11 44,44
Co* 61,11 66,66 66,66
Mn *2 77,77 77,77 88,88
Pb*? 61,11 55,55 11,11
Sn'? 44.44 44,44 -
Na'? 44,44 44,44 33,33
K*1 61,11 50,00 66,66
Ni*2 66,66 88,88 94,44
Cd*? 55,55 55,55 38,88
Al*3 50,00 - 5,00
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4.5.6. Amino asit etkisi

Kiwano bitkisinden ekstrakte edilen APX enzimi lreretki eden toplam 8 amino
asit bolim 3.5.5.3'de anlatilgl gibi sabit substrat ve enzim konsantrasyonlarinda
icin L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisi, L-Arginin, L-Aspartik asit, L-
Prolin, L-Fenilalanin ¢ozeltilerinden 0.5 mM, 1 m&,mM, 10 mM alinarak enzim
aktivitesindeki etkisi incelenmgtir. APX enziminin ekstrakte edilgi kayngza basli
olarak amino asitler ile muamele edfside enzim aktivitesinde agtya da azalma
oldugu gozlenmgtir. incelemeler sonucu aktivite 0.5 mM, 1 mM, 5 mM, 1m
konsantrasyondaki kalan yizdeleri halinde hesapkanwe tablo halinde

sunulmutur.

Tablo 4.9. Kiwano APX enzimi lizerine amino asithegikisi

APX % Kalan Aktivite

Amino asit Amino asit Konsantrasyon (mM)

0.5 mM 1mM 5mM 10 mM
Kontrol 100 100 100 100
L-Histidin 108,33 108,33 100 91,66
L-Glutamik asit | 100 100 4,16 -
L-Treonin 100 100 100 108,33
L-Lisin 116,66 116,66 108,33 100
L-Arginin 116,66 116,66 108,33 100
L-Aspartik asit 116,66 108,33 - -
L-Prolin 100 133,33 133,33 133,33
L-Fenilalanin 116,66 116,66 108,33 100




BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTI SMALAR

Bu calsmada kiwano Cucumis metulifergsbitkisinin ¢ekirdek kisimlari haric etli
kismindan izole edilen peroksidaz (POD) ve askopmmbksidaz (APX) enzimleri

incelenmgtir.

POD enzim aktivite tayinleri D, substrati varfiinda 60 sn suresince 420 nm’de
absorbans agfari izlenerek gercekdgrilmisti. POD enziminin HO, substrati
varhginda aktivite tayinlerinin belirlenmesindeki temgrensip HO,'in suya
indirgenmesi sonucu enzimin yukseltgenmesidir. eligenen POD enzimi de
ortamdaki substrati ylkseltgeyerek ortamdan hareaiam cikar. Kiwano POD
enzimi TPP ve diyaliz slemleri sonrasinda kismi olarak saflalmistir. TPP
islemleri oda sicak@nda, diyaliz ise +4C sicaklik kontroliinde gercelgkérilmi stir.
TPP’ nin bir alt basanga olan amonyum sulfat ¢oktirmesi sonrasinda POD
blatanol orani 1:1,5 olarak belirlergtit. Daha sonra enzim homojenati 24 saat

boyunca diyaliz edilmive safsizliklar uzakariimistir.

Saflatirma basamaklarindan elde edilen enzim homojemadaki protein miktari
kantitatif olarak Lowry metodu ile tayin edilgtir. Bu yontemin kullanilabilmesi icin
Oncelikle BSA standart protein ¢Ozeltisi hazirlaalineer bir standart grafive bir
dogru denklemi (y = ax + b) elde edilgtir. Daha sonra konsantrasyonu bilinmeyen
enzim c¢ozeltisi Lowry methoduna goére hazirlandikdéanra 600 nm’de absorbansi
okunarak denklemde yerine konup ve protein milkantitatif olarak hesaplangtir.

Bu yontem sonucunda ham enzim icin protein mikigli653 mg/ml iken POD
enzimi icin protein miktari 0,3619 mg/ml olarak BpRnmgtir. TPP ve diyaliz
islemlerinden POD enzimi 4,4678 kat saftastir. Enzim saflgi SDS-PAGE ve
Native-PAGE ile kontrol edilmgtir. SDS-PAGE ve Native-PAGE ile yapilan

calismanin sonucunda ham ekstrakt ve safldmis enzim ¢ozeltisininde bulunan
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protein bantlari jelde belirgin bigekilde gorinmigtir. Her iki jel elektroforez
isleminden elde edilen sonuglar kiwano bitkisindeubain POD enzimi vagini ve

safligini kanitlamaktadir.

Optimum pH cakmalarina gére POD pH 4,0 ile 7,5 arasinda kararlidiwano
POD enziminin her substrata kaoptimum pH dgerleri sirasiyla 4-metil katekol
icin 7.2, ABTS icin 4,0, guaiakol i¢in 6,0, kafedisit icin 6,5, o-dianisidin icin 4,0, o-
fenilen daimin i¢in 5,0, gallik asit 6,0, progallain 7,5 ve katekol icin 6,0 olarak
bulunmutur. KarnabaharRBRrassica oleracea . POD enzimi guaiakol, progallol,
ABTS, katekol ve 4-metil katekol substratlari igptimum pH dgerleri ise sirasiyla
50-75-40-7,0- 7,5 olarak bulungtur [53], katekol substrati ginda hepsi
calismamizla benzerlik gostermektedilithania somnifer&kdklerinden elde edilen
peroksidazlarin hepsi pH 3,0 - 9,0 alani arasimaltark old@gu bulunmytur [29].
Kiwi meyvesinden elde edilen POD enzimi i¢in optimpH 6,0 - 8,5 arasinda
bulunmutur [33]. Biberden elde edilen POD enzimin karaftiugu pH degerlerinin
6,0 - 9,0 arasinda getigi bulunmutur [23]. Optimum pH dgerleri enzim kayna
ve substrat gadine gore farklilik gostermektedir.

Optimum sicaklik cagmalarina goére POD optimum sicaklikgge 30 — 40 °C
aralginda dgismektedir. 4-metil katekol, ABTS, progallol, kateksbstratlari icin
optimum sicakhk dgeri 40 °C iken, guaiakol, kafeik asit, o-dianisidio-fenilen
diamin, gallik asit substratlari i¢cin 30 °C olaralunmutur. Deve dikeni $ilybum
marianun) bitkisinin hem govde kismi hem de cicek tablasnmkndan izole edilen
POD enziminin optimum sicakh 30 — 40 °C ara@nnda dgistigi bulunmutur [68].
Karnabahar POD enzimi icin optimum sicaklikgee 25 - 50 °C arasinda gistigi
bulunmutur [53]. Lahana POD enzimi igin optimum sicaklilD £C olarak
bulunmutur [32]. Zeytin Olea Europaea L.POD enzimi igin optimum sicaklik
34,7 °C olarak bulunmytur [30]. Kiwano POD enziminin ytksek sicakliklarda
aktivitesini kaybetmegi gorulmdstir. Biberden elde edilen POD enziminin yiksek
sicakliklara direncli oldgu bulunmutur [23]. Literatirde bulunan optimum sicaklik
calismalari yapmy oldusumuz calgmanin sonugclariyla uygunluk gostermektedir.
Kiwano (Cucumis metulifergsbitkisinden izole edilen POD enzimi i¢cin dokuzkia

substrat konsantrasyonunda aktivite tayinleri yagtir. Bu calsmada substrat
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olarak 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafedlsit, o-dianisidin, guaiakol, ABTS,
o-fenilen diamin, gallik asit ve D, kullaniimstir. Elde edilen Ky ve Vmax
deserlerinden substrat spesifiglibelirlenmitir. Ky degeri enzim konsantrasyonu ile
desismez ve enzimin substratina kagosterdgi afiniteyi gosterir. Ber Ky dezeri
sayisal olarak kucik ise enzimin substratinasikalgisinin yiksek oldgunu
anlamina gelir. Enzim gk bir substrat konsantrasyonunda doyarak maksitmazm
saglar. Bger Ky degeri sayisal olarak biyiuk ise enzimin substratirra ladan ilginin
disUk olduzunu anlamina gelir. Enzimin yari doygugéuulamasi icin daha fazla
substrat konsantrasyonu gerekmektedir. Bgedendirmeye gorek kiwano POD
enziminin substrat spesifigi bUyukten kicge dgru siralamak gerekirse kafeik
asit, o-dianisidin, ABTS, 4-metil katekol, o-femlediamin, progallol, guaiakol,
katekol, gallik asit sirasini takip etgtr. Lahana POD enzim substrat spesifikli
blyukten kicge ABTS, o-dianisidin, guaiakol siralamasini takimektedir [32].
Palmiye g@aci Elaeis guineensis Jacqyapraklarindan elde edilen POD enzim
substrat spesifikgi siralamasi pirogallol, ABTS, guaiakgtklinde olmaktadir [26].
Kirmizi pancar Beta Vulgaris L.POD enzimi substrat spesifigliblyukten kiicge
dogru o-dianisidin, ABTS, guaiakodeklinde bulunmstur [31]. Bu calsmalardan
ctkan sonuclar incelenecek olursa yapwidusumuz kinetik cakmalarla uygunluk

gOstermektedir.

Kiwano POD enzimi tzerine NaNtiyolre, KCN, L-Sistein, EDTA, SDS, Triton X-
100 ve L-Glutatyon ve 2-merkapto etanol’ Gin etkisielenmgtir. 2-merkapto etanol
haric dierleri POD enzimi Uzerine inhibitor etki gOstestni Yapilan calgmada

POD enzim aktivitesini % 50’ye diren inhibitdr konsantrasyonlarsd) sonucuna
gore; en fazla inhibitor etkiyi gosteren KCN 0,0804M diizeyinde, SDS, EDTA ve
NaN; enzim aktivitesini sirasiyla 108,2 — 4,7 — 18,1 ndiizeyinde % 50 inhibe
etmektedir. Vanilya tohumu POD enzimi igin NaMe 2-merkapto etanol inhibitor
etkiye sahipken EDTA ve SDS aktiviteyi azaltan yeksahiptir [35]. Sofralik Gizim
POD enzimi icin SDS inhibitdr gorevi gormektedir 6]3 Barbados fingi

yapraklarindan elde edilen POD enzimi icin Nai 2-merkapto etanol inhibit6r
etkiye sahiptir [38]. Papaya meyvesi POD enzim iliaNs, SDS ve Triton X-100
inhibitor etki gostermektedir [39]. Camamizda 2-merkapto etanol haricgeth
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inhibitérlerin POD enzimi Uzerinde literattr sonaglile benzer etkiye sahip olgiu

gOrulmektedir.

POD enzim aktivitesi tizerine Fe Fe3, Cu? zn' Mg™, Hg™? Ba? cd? Li*,
Co?, Mn™ PB? sni? Na?', K™ Ni*34 Cd? A" metal iyonlarinin etkisi
incelenmitir. Bu calsmanin sonucuna gére Zn Mg, Fe?, PB? Sn? enzim
tizerinde inhibisyona, C8 Al** 5 mM uizerinde inhibisyona ve g@ir metallerin ise
aktivasyona sebep olduklari gorulgtiir. Metroksilon Sagu bitkisinden elde edilen
POD enzimi lzerinde Cave Fé® metallerinin aktivasyona, Zfh metalinin ise
inhibisyona sebeb olgu gorilmistir [27]. Papaya POD enzimi tizerinde € ag*™?
metalleri aktivasyona sebep olmaktadir [39]. Badsatindgl yapraklarindan elde
edilen POD enzimi lzerinde Femetali inhibisyona, M{f, Ca? Mn™” 5 mM
Uzerinde inhibisyona neden olmaktadir[38]. Literd&ibulunan enzim Uzerine metal
etkisi calgmalart yapmy oldusumuz calgmanin sonuglariyla uygunluk

gostermektedir.

Bazik karaktere sahip L-histidin, L-lisin ve L-angn amino asitlerinin POD enzimi
tzerinde 1 mM konsantrasyona kadar yuksek aktgidsterirken 5 mM ve Uzeri
konsantrasyonda enzim aktivitesini sdimektedir. L-histidin dierlerinden farkl
olarak yuksek konsantrasyonlarda dahi aktivatorralacalsmaktadir. Asidik
karaktere sahip L-aspartik asit ve L-glutamik amibino asitlerinin POD enzimi
tzerinde 0.5 mM, 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlardaivatér, 10 mM
konsantrasyonda inhibitor etki gostermektedir. Hé&r amino asitte dgiik
konsantrasyonda en yuksek aktivator etkiye sahipidtral karaktere sahip L-
treonin, L-prolin ve L-fenilalanin amino asitlermiPOD enzimi Gzerinde L-prolin
haric 0.5 mM konsantrasyonda aktivator etkiye dedp0.5 mM konsantrasyonun
tzerinde her ¢ amino asitte inhibitor etkiye sthigGenel olarak biutin amino
asitlere bakildiinda POD enziminin aktivitesini en yiksek orandaram L-histidin

iken aktivitesini en fazla azaltan L-prolin olglugorilmektedir.

Kiwano POD enzim aktivitesi Uzerine methanol, DM®®eton, etanol, 1-butanol, 2-
propanol, kloroform ve etilasetat gibi organik céilerin etkisi incelenngtir. 32

saat boyunca organik ¢ozicuyle muamele edilen enzaktivitesini inhibe eti
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gorulmdstar. 1-butanol, kloroform ve etilasetat 2 saatimwuda enzim aktivitesini
tamamen inhibe ederken, 32 saatin sonunda POD edatan aktivitesi methanol ve
DMSO icin %24.14, aseton icin %3.45, etanol i¢cin34D ve 2-propanol icin %6.89
olarak bulunmsgtur. Barbados fingh yapraklarindan elde edilen POD enzim kalan
aktivitesi 54 saatin sonunda DMSO igin % 0.6+0.letmanol igin % 96.5+3.8,
aseton icin % 97.4+3.2 olarak bulungtur ve etanol, 1-butanol, 2-propanol enzim
aktivitesini aktive etnitir [38]. Yapilan camalar incelendiinde DMSO dginda
diger organik ¢cozuculerin Kiwano POD enzimi Uzerinéazer etkiye sahip dadir.
Kiwano POD enziminin organik c¢ozuculere $arolduk¢ca duyarli oldgu ve
aktivitesini yuksek oranda kaybgitigorilmektedir.

Optimum iyonik siddeti belirlemek amaciyla 1 - 5 mM arasindggigen NacCl
cozeltilerinin  Kiwano POD enzimi Uzerine etkisineakldmistir. Calsmanin
sonucunda NaCl c¢o6zeltisinin 4 mM konsantrasyonungamum iyonik siddet
gostermektedir. Barbados figdiyapraindan elde edilen POD enziminin optimum
iyonik siddeti 2.5 M olarak bulunmyur [38]. Kiwano POD enzimi litaratlrdeki
sonuclardan daha giik NaCl konsantrasyonunda aktivitesini artigtmi

Kiwano POD enziminin tuz toleransini belirlemeknigbptimum iyonik siddetin
bakildgl konsantrasyon arginda kullanilan NaCl ile enzim oda sicgkhda 2 saat
boyunca inkiibe edilngiir. Elde edilen sonuca gore oda sicgkida 2 saat boyunca
NaCl ile muamele edilen enzim aktivitesindeki artikararli oldgu gorulmigtur.
Barbados findy yapra&indan elde edilen POD enzimin NaCl ile 2 saat ligdikten
sonra kalan enzim aktivitesi % 88 olarak bulugtau[38]. Kiwano POD enzimin
tuz toleransinin yiksek oldunu ve enzim aktivitesini artiran yonde etkiye sebe

oldugunu gorulmektedir.

Oda sicakliinda yapilan depolama karaghlicalsmasi sonucunda, POD enziminin
aktivitesi ilk on saatte % 36, kirk alti saatte @ $iz seksen saatte % 68, iki yiz
yirmi sekiz saatte % 72 ve dort ylz saatte %84nagat. +4 °C’ de ise POD

enziminin aktivitesi ilk ¢ ginde % 22, onsbginde % 46, otuz ginde % 58 ve
altmis guinde 83% azalmtir. -20 °C’ de ise POD enziminin aktivitesi ilk on bir

gunde % 33, yetmibes giinde % 55, doksan alti giinde % 59, ylz otyzgli@de %
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73 aktivitesini kaybetfii belirlenmgtir. Deve dikeni Silybum marianum)POD
enzimi oda sicak@inda yapilan depolama karagilicalsmasi sonucunda, aktivite
ilk Gc saatte % 18, yedinci saatte % 38, onuncttes&a 80, on tc¢lncil saatte % 94
azalarak on bgnci saatin sonunda aktivitesini kaybegtiri -20 °C’ de ise enzim
aktivitesi ilk be gunde % 13, on Ug¢lncu gunde % 35, yirmi ikinci dgito 62
azalarak otuz ikinci gunin sonunda aktivitesini aamen kaybetsi belirlenmitir
[68]. Barbados fingi yapraindan elde edilen POD enzimi ¥@ 180 giin boyunca
aktivitesini korurken, oda sicaglnda 14 ginde %7 aktivitesini kaybegtm [38].
Lahana POD enzimi 4 °C'de 4 hafta depolanma sizesitamamiyla aktivite
gOstermgtir [32]. Literatur calgmalari incelendiinde Kiwano POD enzimin oda
sicaklgl ve -20°C’ de depolama kararlgh oldukga yuiksektir. Bunun en 6nemli

sebepleri POD enziminin bozulmaya kadirencli olmasi [21] ve Kiwano bitkisinin

Kiwano (Cucumis metuliferysbitkisinden elde edilen APX enziminin maksimum
aktivite gosterdii optimum pH dgeri 6,2 olarak bulunmygiur. KomatsunaBRrassica
rapa) yapraklarindan elde edilen APX enziminin optimpi deseri 6.5’ tir [54].
Japon turpununRuphunus satiwk.) kdklerinden elde edilen APX enzimin optimum
pH dezeri 6.0 olarak belirlenngtir [55]. Yapilan optimum pH ¢aimalariyla Kiwano

APX enziminden elde edilen sonu¢ uygunluk gosteteuik

Yapilan optimum sicaklik ¢gimasina gore Kiwano APX enzimin optimum sicaklk
deseri 30 °C olarak bulunmgtur. Komatsuna APX enzimi icin optimum sicaklik
deseri 38°C’ dir [54].

Kiwano APX enzim kinegiinden elde edilen sonuglara gore; AsP icia V& Vmax
degerleri sirasiyla 284.80 uM, 0.0035 EU/dko( icin Ky ve Vmax deserleri
sirasiyla 64.90 uM, 0,0077 EU/dk. olarak bulugtuu Komatsuna APX enzim
kinetigi sonucuna gore AsP ve,8;icin Ky deserleri sirasiyla 402 + 11 uM and 24
+ 1.5 pM olarak belirtilmgtir [54]. Patates yumrusunda®dlanum tuberosum.)L
elde edilen APX enzimi ile yapilan ¢gaha sonucunda AsP ve B, icin Ky
deserleri sirasiyla 76.1 + 23.1 ve 80.3 £ 2409 olarak bulunmstur [56]. Kiwano
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APX enziminin AsP ve bD, icin bulunan K, degerleri literatirle uygunluk
gOstermektedir.

Kiwano APX enzimi Uzerine NafN KCN, 2-merkapto etanol, L-sistein, EDTA,
iyodoacetamid, 2-nitrobenzoik asit ve L-glutatyamn etkisi incelennstir. L-
Glutatyon ve EDTA hari¢ @er tim maddelerin enzim Uzerinde inhibisyon etkiye
sahip oldgu bulunmgtur. Yapilan cakmada POD enzim aktivitesini % 50'ye
disUren inhibitdr konsantrasyonlarisf§l sonucuna goére; en fazla inhibitor etkiyi
gOsteren KCN 0.1885 mM duzeyinde, NaN2-merkapto etanol, L-sistein,
iyodoacetamid, 2-nitrobenzoik asit enzim aktivitessirasiyla 0.2888,7.5723,
0.9091, 10.2317, 0.3316 mM diuzeyinde % 50 inhibeektedir. Soya fasilyesi [57]
ve Komatsuna [54] APX enzim aktivitesinin KCN veWgaarafindan inhibe edildi

bulunmutur.

APX enzim aktivitesi lizerine F& Fe, Cu"? zn' Mg™, Hg" Ba? cd? Li*,
Co?, Mn™, PB? sni? Na?', K™ Ni*3 Ccd? A" metal iyonlarinin etkisi
incelenmitir. Bu calsmanin sonucuna goére el0 mM iizerinde aktivasyona, Cu
1 mMa kadar aktivasyona iizerinde ise inhibisyo®s™® 5mM ve (zerinde
aktivasyona, djer metallerin ise inhibisyona sebep olduklari gdiigdtir.

Literatiirde APX enzimin Uzerine metal etkisi galasina rastlanmasgtir.

APX enzimi Uzerinde bazik karaktere sahip L-histjdL-lisin ve L-arginin amino
asitlerinin 5 mM Uzerindeki konsantrasyonlarda lomidir etki gostermektedir. Asidik
karaktere sahip L-aspartik asit ve L-glutamik amiino asitlerinin APX enzimi
Uzerinde genel olarak inhibitor etki gostermektediglutamik asit hi¢ aktivator etki
yapmazken 5 mM Uzerinde APX aktivitesini tamameik womektedir. L-aspartik
asit ise 1 mM’ a kadar aktivator etki yaparken 5 na&ltzerinde APX aktivitesini
tamamen yok etmektedir. Notral karaktere sahipelotin, L-prolin ve L-fenilalanin
amino asitlerinin APX enzimi Uzerinde konsantrasygire farklihk gostermesine
ragmen genel olarak aktivator etkiye sahiptir. L-trenAPX aktivitesi Uzerinde 10
mM konsantrasyon ve Uzerinde aktivator iken, L4ordl mM konsantrasyon ve
Uzerinde aktivator gbrevi yapar. L-treonin ve Liprden farkli olarak L-fenilalanin

5 mM konsantrasyona kadar aktivator etki gostenrk® mM konsantrasyonda APX
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enzimi Uzerinde aktivator ya da inhibitor bir et&igahip olmagy gorulmistir.
Genel olarak bitin amino asitlere bakildda APX enziminin aktivitesini en
yiuksek oranda artiran L-prolin iken aktivitesini &zla azaltan hatta yok eden L-

glutamik asit oldgu gérulmektedir.

Kiwano bitkisinden elde edilen peroksidazlar (EX11.1.x) sinifina dahil POD
(E.C. 1.11.1.7) ve APX (E.C 1.11.1.11) enzimlerimdeaz! ortak ve ayirt edici
sonugclar elde edilngiir. Optimum pH ve sicaklik araliklari her iki enziicin benzer
sonuglar elde edilngiir ve bu sonucglar POD enzimlerinin genel Ozelliklke
ortismektedir [23, 29, 30, 32, 33, 53, 54, 55, GAhibitor etkisi cakmasinda Nap|
KCN ve L-sistein her iki enzimi de inhibe gitigorialmistir. Fakat 2-merkapto
etanol POD igin inhibitor etki gostermezken, APXzieni icin gostermgtir, EDTA
icin ise POD inhibitbr etki gdsterirken, APX goOstemitir. Metal etkisi
calsmasinda APX enzimi sadece ‘e Cu? Ba? metallerinin baz
konsantrasyonlarinda aktivasyona ve kullanilagtedimetallerde inhibisyona sebep
olduklari gérilmigttir. POD enziminde ise bu metaller de dahil olmakré bircok
metal aktivasyon etkiye sahiptir. Her iki enzimia dérevi ortak olmasina gaen
kullanilan substratlarin farkli olmasi bazi sontdgafarkliik gdstermesine sebep

olmustur.

Kiwano bitkisinden elde edilen POD ve APX enzinémi karakterizasyonu ilk kez
calisilmistir. Turkiye’de yeni yetimeye balayan Kiwano icin enzim ¢aimasinin
yapiimasi literatire katki gkmyaca& gibi yapilacak olan caimalara ek kaynak

olarak ik tutaca! distinulmektedir.
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