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OZET

Anahtar kelimeler: Peroksidaz, siiperoksit dismiitaz, karahindiba, antioksidan
enzimler, serbest radikaller

Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), hidrojen peroksitin ve hidrojen atomlarinin donorii
olarak rol yapan baska bir bilesigin de bulundugu bir reaksiyonu katalize eden bir
enzimdir.

Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite
dismutasyonunu katalize eden bir enzimdir.

Calismamizda peroksidaz (POD) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri, Sakarya
bolgesinde yetisen karahindiba (Silybum marianum) bitkisinden ekstrakte edilmistir.
Elde edilen ekstrakte, peroksidaz enziminin karakterizasyonu i¢in kullanilmistir.
Karakterizasyon ¢alismalarinda 4-metil katekol - H,O,, ABTS - H,0,, gallik asit-
H,0,, guaiakol - H,O,, kafeik asit - H,O,, o-dianisidin - H,O,, o-fenilen diamin -
H,0,, progallol — H,0O,, katekol - H,O, substrat ¢iftleri kullanilarak her bir substrat
icin ayr1 ayr1 optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir. Her bir substrat cifti
icin 420 nm’de UV spektrofotometre cihazinda aktivite tayinleri yapilmistir. Enzimin
optimum pH’1 3,0 — 9,0 arasinda degistigi bulunmustur. enzimin optimum sicaklig1
ise 30 — 40 °C arasinda degistigi bulunmustur. Ayrica her bir substrat ¢ifti igin
Lineveawer-Burk grafiklerinden K, ve Vyax degerleri ayr1 ayr1 hesaplanmistir. K,
degerleri degerlendirilerek POD substrat spesifikligi bulunmustur. Peroksidaz
enziminin substrat spesifikligi biiylikten kiiciige dogru kafeik asit, ABTS, o-
dianisidin, gallik asit, progallol, o-fenilen diamin, 4-metil katekol, katekol ve
guaiakol sirasm takip etmistir. Bu ¢alismada sekiz adet inhibitor ile ¢alisilmis olup
etkili olanlarin yarigmali inhibitor olarak sodyum azid, tiyoiire, askorbik asit, 2-
merkapto etanol, L-Glutatyon ve L-Sistein, yar1 yarismali olarak potasyum siyaniir,
yarigmasiz olarak ise sodyum siilfit oldugu bulunmustur. Siiperoksit dismutaz enzimi
icin optimum pH’mm 7,6 oldugu bulunmustur. Enzimin optimum sicakliginin ise
20°C oldugu bulunmustur.
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CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE AND SUPEROXIDE
DISMUTASE FROM DANDELION (Taraxacum officinale) PLANT

SUMMARY

Key Words: Peroxidase, superoxide dismutase, dandelion, taraxacum officinale,
antioxidant enzyms, free radicals,

Peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) is an oxidoreductase that catalyses a reaction in
which hydrogen peroxide acts as the acceptor and another compound acts as the
donor of hydrogen atoms.

Superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) are a class of enzymes that catalyze the
dismutation of superoxide into oxygen and hydrogen peroxide.

In this work, dandelion (Silybum marianum) was used for POD and SOD
characterization. POD activity was determined by measuring as indicated by an
increase in absorbance at 420 nm. Enzyme activity, as a function of pH, was
determined with substrate patterns (catechol, 4-methylcatechol, pyrogallol caffeic
acid, ABTS, gallic acid, guaiacol, o-dianisidine, o-phenilen diamin), in different
buffer, ranging from pH 3,0 to 9,0. Enzyme activity, as a function of temperature,
was determined with substrate patterns. Optimum temperature was found to change
between 30 — 40°C. Michaelis-Menten constant (K,,,) and maximum reaction velocity
(Vmax) were determined using nine substrate patterns in nine different concentrations
for the substrate specificity of POD. The substrate specificity of POD was found to
be caffeic acid, ABTS, o-dianisidine, gallic acid, pyrogallol, o-phenilen diamin, 4-
methylcatechol, catechol and guaiacol, respectively for the plant. Eight inhibitors
were tested in the study and the effectives were found to be sodium azide, thiourea,
ascorbic acid, 2-mercapto ethanol, L-Glutatyon and L-Cystein as competitive
inhibitors, potassium cyanide, as uncompetitive inhibitor, sodium sulfide as
noncompetitive inhibitor. In this study, superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) Activity
was determined in the extract of dandelion (faraxacum officinale) with high
antioxidant effect. After the ultracentrifugation step, superoxide dismutase spesific
activity was found. Optimum pH and optimum temperature were found to 7,6 and
20°C.

Xiv



BOLUM 1. GIRIS

Arastirmacilar insan viicudundaki her hiicrenin gilinde ortalama 10.000 serbest
radikalin hiicumuna ugradigini belirtmektedir. Eger serbest radikaller yok edilmezse;
hiicre membran1 proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek, membran lipit ve
proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu DNA’y1
kirilma ve mutasyonlara acik hale getirmek, bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok
ederek bagisiklik sistemini zorlamak, yaslanma ve kanser gibi olaylara neden

olabilirler [1,2].

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri ve kisaca antioksidanlar olarak bilinen; serbest radikalleri notralize eden,
serbest radikal hasarin1 tamir etmeye yardimci olan ve viicudun onlardan
etkilenmesini minimize eden veya kendini yenilemesini saglayan besinlerin bir

sinifidir [3,4].

Enzimler c¢ok yiiksek katalizleme giicline sahip protein yapisindaki biyolojik

katalizorlerdir.

Bir canlidaki pargalanma ve sentez reaksiyonlarinin tiimili enzimlerin katalitik
aktiviteleri ve yontemleriyle gerceklestirilmektedir. Bu tanima gore de, enzimler
canliligin olusumu ve devami i¢in elzem maddelerdir. Canli disinda da aktivite
gostermeleri enzimlerin 6nemini bir kat daha artirmaktadir. Enzim tiretimi genlerin
kontrolii altinda gergeklestirilmekte (bir gen-bir enzim) ve her enzimin kendine 6zgii

sicaklik, 1iyon tepkimesi (pH) ve basing kosullar1 bulunmaktadir.



Bugiin enzimler gida, ilag ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik
maddeleri iiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip,

tarim, veterinerlik ve tekstil endiistrisi alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

En 6nemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite doniistiiren
siiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve hidrojen peroksiti suya indirgeyen katalaz (CAT)’dwr. Ve bu
endojen antioksidan enzimler serbest radikalleri zararsiz hale getirirler. Boylece

organizma serbest radikaller ve aktif oksijen tilirlerinden etkilenmez [5].



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1.Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler metabolizma reaksiyonlarnin ¢ogunu hizlandiran, protein yapisindaki
biyolojik katalizorlerdir. Enzimler canlilar tarafindan sentezlenirler. Hiicre igerisinde
meydana gelen binlerce tepkimenin hizin1 ve 6zgiilliigiinii diizenlerler. Cok defa
hiicre diginda da 6zgiilliiklerini korurlar. Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi
ve yikilmasi, sindirim olayi, kas kasilmasi gibi fizyolojik faaliyetler ve c¢esitli
metabolizma reaksiyonlarmimn sonucudur. Bu reaksiyonlarin tiimii enzimlerin
katalitik  etkisiyle gerceklesmektedir. Bu sebeple yasam bir¢ok enzim

reaksiyonlarmin bir araya gelmesinden ibaret olan bir sistem olarak tanimlanmaistir.

Enzimlerin {iriinlerine dontistiirdiikleri maddelere substrat denir. Enzimlerle ilgili
yapilan ilk calismalarda, enzimin etki ettigi substrat adinin sonuna -az eki getirilerek
(lireaz, lipaz gibi...) veya genel adlariyla (pepsin, tripsin gibi) isimlendirilirken,
gliniimiizde Uluslar Aras1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan yapilan sistematik
smiflandirmaya goére isimlendirilmektedir. Bu smiflandirmada her enzim dort

rakamli kod numarasi ile (E.C.) tanimlanmustir.

2.1.1. Enzimlere etki eden faktorler

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarmi etkileyen faktorler
- Sicaklik

-pH

- Zaman

- Substrat konsantrasyonu

- Enzim konsantrasyonu

- Inhibitor



2.1.1.1. Sicakhk

Enzimatik reaksiyonlar iizerinde sicakligin hiz1 dogrudan arttiric bir etkisi vardir. In
vitro enzim reaksiyonlar1 ¢ogu zaman 37-40'C’de yapilir. Bu sicaklikta reaksiyon
hiz1 oda sicakligindakine oranla dort defa daha fazladir. Ancak enzimler protein
yapili olduklarindan belli bir sicakligin lizerinde dayanikliligini yitirerek denatiire
olurlar. Her enzim i¢in birim zamanda substratini en fazla degisiklige ugrattig1 belirli

bir sicaklik vardir. Bu sicakliga o enzimin optimum sicaklig1 denir.

2.1.1.2. pH

Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli
olarak aktiviteleri degismektedir. Bazi enzimler diisiik pH seviyelerinde (asit
ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazilar1 ise yliksek pH’l1 ortamlarda (bazik
ortamda) aktiftirler. Fakat cogunlukla enzim aktivitesi notral ortamlarda en fazla

olmaktadir.

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH’1 adi verilir.
Enzimatik ¢alismalarda pH’1 optimum sabit tutmak veya en azindan hidrojen iyonu
konsantrasyonunu elverisli durumda tutmak i¢in tamponlar kullanilir. Optimum pH,
kullanilan tamponun cinsine, 0zel substratin yapisina ve enzimin elde edildigi

kaynaga baglhdir.

2.1.1.3. Zaman

Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon siirerken reaksiyonun hizi giderek
diiser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken olusan {iriinlerin aralarinda birleserek
aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu
onleyen madelerin tesekkiil etmesi ve substratin tiikkenmesi gibi faktorlerdir. Bu
faktorlerin etkilerinin ortadan kaldirilmas: i¢in enzim c¢alismalart ¢ogunlukla
substratin yaklasik %10’unun sarf edildigi reaksiyonun baslangi¢ asamasinda

gerceklestirilir.



2.1.1.4. Substrat konsantrasyonu

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyonunun hizi belirli bir noktaya kadar
substrat konsantrasyonu 1ile artar. Buradan sonra enzim substratina karsi
doygunluguna ulastiginda reaksiyon hizi degismeden devam eder. Bu durumda

enzim maksimum hiz ile ¢alistyor demektir. Maksimum hiz Vi, ile gosterilir.

2.1.1.5. Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda enzim
konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekiilii ne kadar
coksa reaksiyon o kadar hizli yiirtir. Enzimin hiicrede lokalize oldugu yerde yeterince
substrat bulunmadig1 i¢in reaksiyon o derece yiiksek diizeyde meydana gelmez.
Substratin bol oldugu kosullarda enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ile dogru

orantilidir.

2.1.1.6. inhibitor

Inhibitérler enzimatik reaksiyonlarin hizini azaltan maddelerdir. Inhibitorler,
substratin  enzimin aktif merkezine baglanip, enzim-substrat kompleksinin

olusumunu Onlerler [6].

2.1.2. Enzim Kinetigi

Enzim, substrat1 iirline dontistiiriirken 6nce onunla bir ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’’
olusturur, daha sonra da bu kompleks iiriin ve enzime doniisiir. Enzim kinetigi
mekanizmasi su sekilde gosterilir.

Enzim + Subtrat &———ES ——W¥riin + Enzim

Burada ES kompleksi, E ve S’dan k; hizi ile olusur. ES’nin ayrigmasi ise k, hizindaki

geri reaksiyonla ve ks hizi ile iirlin ve enzime ayrigsmasi ile olur. Reaksiyon kararl



duruma ulasinca ‘‘Kararli Durum Ilkesine’’gdre ES’nin olusmasi ayrismasma esit

olur, yani derisimi degismez.

Enzim reaksiyonlar: iizerinde ilk genis kinetik ¢aligmalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore baslangic enzim
derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilig1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 2.1). Bunun ¢oziimii esitlik
2.1°deki Michaelis-Menten bagintisi ile de bulunur.

V= Vmax

Vmax / 2

v

Kim ISl
Sekil 2.1. Michaelis- Menten grafigi

Michaelis-Menten Bagmtisi su sekilde tanimlanir.

_ Vm|[S]

C KEm +[S
m + 5] (2.1)

Burada Vp.y; hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz
olarak belirtilir. Maksimum hizin yarisina (Vmax / 2) karsilik gelen substrat derigimi
K (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vi, ve Ky, bir enzimin aktivitesini

belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bdlgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagmdan ([S] << K.,) grafik dogrusaldir. Ikinci bolgede



oldukca biiyiik substrat konsantrasyonlarinda herhangi bir ihmal yapilamaz,
reaksiyon karisik dereceden vyiiriir. Ugiincii bdlgede [S] >> Ky,’dir. V = Vpay olur ve

reaksiyon sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik

saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir.

Bu amacla eksen 6lgekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru
denklemine donistiiriilebilir. Bunlardan en c¢ok kullanilan1 esitlik 2.2’deki

Lineweaver-Burk denklemidir.

1_Km 1 1
V' Vmax [5]

Vmax
(2.2)

Bu denkleme gore ordinatta 1 / Vi, apsiste 1/ [S] degerleri olmak iizere bir dogru

elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Ky,/ Vinax dir.

1/V

Egim=K,/V,

Sekil 2.2. Lineweaver-Burk grafigi 1/8



2.1.3. Enzim inhibisyonu

Enzimlerin hem in vivo, hem de in vitro aktivitelerinin bazi1 bilesikler tarafindan
azaltilmasma veya tamamen yok edilmesine enzim inhibisyonu denir. Buna sebep
olan bilesiklere de inhibitdr adi verilir. Inhibitdrler genellikle diisiik molekiil
agirhigina sahip bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu biyolojik
sistemlerde basli basmma bir kontrol mekanizmasit olusturdugundan oldukg¢a
onemlidir. Inhibisyon arastirmalar1 ile enzimatik reaksiyonlarin mekanizmalari, aktif
merkezde rol oynayan fonksiyonel gruplar, aktif merkezin yapisi ve enzimin substrat
spesifikligi agiklanabilir. Ayrica ilaglarin ve toksik maddelerin etkisi de bu yolla

incelenebilir.

Iki tip inhibisyon vardir, birincisi tersinir (geri doniisiimlii) inhibisyon, ikincisi
tersinmez (geri doniisiimsiiz) inhibisyondur [7]. Tersinmez inhibisyonda, inhibit6r
aktif merkeze kovalent olarak baglanarak enzimi inaktive eder. Tersinmez
inhibisyonlara ornek olarak, aktif merkezlerinde serin bulunan enzimlerin di-
izopropilflorofosfat tarafindan inaktivasyonlar1 verilebilir. Tersinir inhibisyonda ise
inhibitér enzimle veya enzim substrat kompleksi ile kovalent olmayan sekilde
baglanir [8]. Ug gesit tersinir inhibisyon tiirii vardir.

Bunlar;

- Yarismali inhibisyon (kompetitif)
- Yarismasiz inhibisyon (nonkompetitif)

- Yar1 yarigsmali inhibisyon (unkompetitif)

2.1.3.1. Yarismah inhibisyon (kompetitif)

Bu tiir inhibisyon yap1 bakimindan substrata benzeyen maddeler tarafindan yapilir.
Inhibitér aktif merkeze baglanarak enzim-inhibitdr kompleksini olusturur. Bu
kompleks iiriine donlisemeyeceginden inhibitdr baglanmis olan enzim molekiilleri
bosa harcanmis olur. Fakat substrat konsantrasyonunu arttirmakla inhibisyon etkisi

ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin V. degeri degismezken K, degeri artar.
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Sekil 2.3. Yarigmali (kompetitif) enzim inhibisyonu [9].

2.1.3.2. Yarismasiz inhibisyon (nonkompetitif)

Yarigmali olmayan enzim inhibisyonudur. Nonkompetitif enzim inhibisyonunda,
nonkompetitif inhibitdr, enzim iizerinde substratin baglandig1 aktif yerden ayr1 bir
yere reversibl olarak baglanir; enzime nonkompetitif inhibitoriin baglanmasi substrat
baglanmasini bloke etmez, substrat baglanmasi da nonkompetitif inhibit6riin
baglanmasini1 bloke etmez. Nonkompetitif inhibitor, kimyasal yapi yoniinden
substrata benzemez; serbest enzime veya ES kompleksi olustuktan sonra enzimin
substratin bagli oldugu aktif yerden bagka bir yerine reversibl baglanarak enzimi

maktive eder.
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ESI kompleksi tiriin vermek lizere ES kompleksinden daha yavas pargalandigi i¢in

tepkimenin hizi yavaglamaktadir. Bu tiir inhibisyon ile tepkimenin V__  degeri

azaldigi halde K _ degeri degismez.

MOMNCOMPETITIVE
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Sekil 2.4. Yarismasiz (nonkompetitif) enzim inhibisyonu [9].

2.1.3.3. Yan yarismah inhibisyon (ankompetitif)

Bir enzime bir ankompetitif inhibitériin baglanmasi sonucu meydana gelen enzim
inhibisyonudur. Ankompetitif inhibitdr, nonkompetitif inhibitor gibi, enzim lizerinde
substratin baglandig1 aktif yerden ayri bir yere reversibl olarak baglanir; fakat

nonkompetitif inhibitor serbest enzime veya ES kompleksine baglanabildigi halde
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ankompetitif inhibitdr, yalnizca ES kompleksi olustuktan sonra enzimin substratin

bagli oldugu aktif yerden baska bir yerine reversibl baglanarak enzimi inaktive eder.

Ankompetitif inhibitor, ES konsantrasyonunu azaltir. Ankompetitif inhibisyon

sonucu hem V __ hem K _ degeri degismektedir; V_  degeri azalirkken K _ degeri

kiictiliir.

UMCOMPETITIVE
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Sekil 2.5. Yar1 Yarigmali (unkompetitif) enzim inhibisyonu [9].
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2.1.4. Enzimlerin adlandirilmalar ve siniflandirilmalar

Bir¢ok enzim, substratlarmmin adma veya aktivitelerini tanimlayan bir kelime veya

sOzciik grubuna “az” son eki ekleyerek adlandirilir.

Zamanla bu adlandirmalarda karisikliklar s6z konusu oldugundan ve yeni kesfedilen
bircok enzimlerin siirekli artan sayis1 nedeniyle, uluslararas1 anlagmalar vasitasiyla,

enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi i¢in bir sistem benimsenmistir.

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan 6nerilen
ve benimsenen sistematik adlandirmada enzimler, alt1 biiyiik sinifa ayrilirlar, her

smifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt smiflar1 vardir:

1. Oksidorediiktazlar
2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

4. Liyazlar

5. Izomerazlar

6. Ligazlar

2.2. Serbest Radikaller

Yasamin siirdiiriilmesinde biiyiik Oneme sahip kimyasal tepkimelerin bazi
basamaklarinda oksijen indirgenir ve reaktif oksijen tiirleri olarak ifade edilen ara
maddeler olusur. Reaktif karakterli bu tiir metabolitlerin olusumuna yol acan

faktorlerin tamami oksidan madde veya serbest radikal olarak tanimlanmaktadir.

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron
iceren yiiksek oranda reaktif kimyasal iirtinlerdir [10,11]. Viicutta dogal metabolik
yollarla serbest radikaller olusur, ancak radikal pargalayan antioksidan sistemlerle
olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksisite ortaya
citkmaz. Organizmada serbest radikal olusturan dogal olaylarin baslicalari,

mitokondrial elektron transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotiklerin
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metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biyosentetik ve

biyokimyasal yikim olaylaridir [12,13].

Serbest radikal diizeyinin organizmada belirli bir denge icerisinde olmasi gerekir.
Serbest radikal dengesi hiicresel veya biyolojik kaynakli olarak bozulabilir. Bu
durumda, viicut sivilarinda ve hiicre membranlarinda bulunan ve antioksidan adi
verilen maddeler, serbest radikalleri notralize ederek organizmanin onlardan

etkilenmemesini saglamaktadirlar [2].

Serbest radikaller etkiledigi atomun dolayisiyla o atomun bulundugu maddenin
gorevini yapamamasina sebep olur. Sonug¢ olarak, etkilenen maddenin biyolojik
onemine ve onun tamir edilip edilememesine bagli olarak 6nemli veya dnemsiz kalic1
veya gegici etkiler gosterir. Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan iirlinii

olarak, hem de toksik maddelerin etkisiyle olusabilmektedir [14].

Bir¢ok biyolojik sistemdeki 6nemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler; oksijenin
kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerinin iyonlari, nitrik oksit ve
hidroksil radikalidir. Bu radikaller arasindan siiperoksit ve nitrik oksit enzimatik
reaksiyonlarda devamli olarak iiretilen radikal tiirleridir. Bu iki radikal, biyolojik
sistemlerde tanidigimiz diger biitlin radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif

tiirlerin olusumunu baslatabilecek 6zelliktedirler.

Serbest radikal tiirlerinin diisiik seviyeleri hiicre farklilagsmasinda ve hiicre
gelisiminin  durdurulmasindaki molekiil i¢i iletime sahip cogu biyokimyasal
siireclerde, bagisiklikta ve mikroorganizmalara karsi savunmada vazgegilmezdir
[14,15]. Bunun aksine reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek dozlar1 ya da uzaklastirilma
yetersizligi, siddetli metabolik bozukluklara sebep olabildigi gibi biyolojik

makromolekiillere de zarar verebilen oksidatif strese yol agabilir [16,17].
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Tablo 2.1 Reaktif oksijen tiirleri [18]

Radikaller Formiilii Radikal Formiilii
olmayanlar

Stiperoksit anyon (027 Hidrojen (H202)

radikali peroksit

Hidroksil radikali (HO) Lipid (LOOH)
hidroperoksit

Peroksil radikali (ROO) Hipohal6z asid (HOX)

Alkoksil radikali (RO) N-Halojenli (R-NH-X)
aminler

Semikinon radikali (HQ) Singlet oksijen ('02),

Organik radikaller (R) Ozon (03)

Organik peroksit (RCOO) Azot dioksit (NO2)

radikali

Nitrik oksid radikali (NO) Hipoklor6z (HOCI)
asid

Hemoproteine bagl Peroksinitrit (ONOO-)

radikaller

Canlilardaki elektron akis1 serbest enerjinin elde edildigi birgcok basamag: takip eder
ve son olarak bu akis oksidatif fosforilasyonda O, molekiiliinde durur. Ciinkii
indirgenme potansiyeli daha yiiksek bir bilesigin ortamda mevcudiyeti s6z konusu

degildir. Problemsiz isleyen bir sistemde O, suya kadar indirgenir [19].

Canlilarda olusan ilk ve temel oksijen radikali siiperoksit radikalidir (Siiperoksit
Anyonu,O;").
02 — 02'7 — H202 — OH — H20 (23)

Molekiiler oksijen (O;) diradikal olarak tanimlanmistir. Molekiiler oksijenin bir
elektron indirgenmesiyle O," i olusur. Ikinci elektronun indirgenmesiyle, daha
sonra H,O,’yi olusturacak olan peroksit radikali olusur. Ugiincii elektron, Fe’in
katalizledigi fenton reaksiyonu sonucunda, O, ile H>O;’ nin reaksiyona girip OH™1

olusturdugu sirada indirgenir.

Fe’" + HLO — Fe’ + 'OH + OH (2.4)
02'7 + H, O, —» 0O, + ‘OH + OH (25)

Serbest radikaller, son yoriingelerinde bir ya da birden fazla paylasilmamis elektron

iceren reaktif molekiillerdir. Elektronlarin bu dizilimi kararsiz oldugundan radikaller
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hizli bir sekilde diger molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir

konfigiirasyon olusturmaya caligirlar.

En etkili radikal hidroksil radikali olup bunun nedeni hiicre niikleusundaki membran
bariyerleri kolayca gecmesi ve mutajenik olarak DNA’y1 etkilemesidir. Diger bir
onemli radikal olan singlet oksijeninin ise yar1 dmrii kisadir ve son yoriingesindeki
paylasilmamis elektronun bir iist enerji seviyesine ¢ikmasi sonucunda olusur [19].
Reaktif bir tiir olan H,O, suda rahatlikla ¢6ziinebilen ve mekanizmasi bilinmemesine
ragmen hiicre membranindan su gibi kolaylikla gegebilen bir molekiildiir. Genellikle
50 uM ve tlizeri konsantrasyonlardaki H,O,, muamele siiresine ve fizyolojik sartlara
bagl olmakla beraber bir¢ok hayvan, bitki ve bakteri hiicre kiiltiirii {izerine toksik
etkiye sahiptir. Bu sebeple H,O,’in in vivo olarak cok toksik oldugu ve hizli bir
sekilde uzaklastirilmas1 gerektigi disiiniilmektedir. Bu da katalaz ve peroksidaz

enzimleri tarafindan yapilmaktadir.

2.3.Antioksidan Enzimler

Enzimler c¢ok yiiksek katalizleme giicline sahip protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Bir canlidaki parcalanma ve yapim (sentez) reaksiyonlarmin tiimii
enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle gergeklestirilmektedir. Bu tanima
gore de, enzimler canliligm olusumu ve devami i¢cin elzem maddelerdir. Canli

disinda da aktivite gdstermeleri enzimlerin 6nemini bir kat daha artirmaktadir.

Bugiin enzimler gida, ilag ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik
maddeleri iiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip,

tarim, veterinerlik ve tekstil endiistrisi alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

En 6nemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite doniistiiren
siiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve hidrojen peroksiti suya indirgeyen katalaz (CAT)’dir. Ve bu
endojen antioksidan enzimler serbest radikalleri zararsiz hale getirirler. Boylece

organizma serbest radikaller ve aktif oksijen tiirlerinden etkilenmez [5].
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2.3.1.Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit Dismutaz enzimi (superoxide oxido reductase, EC 1.15.1.1) oksijeni
metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur. Oksijen toksisitesine karsi onemli bir
savunmadir. Stiperoksit dismutaz’in fonksiyonu aerobik organizmalar: siiperoksitin
zararh etkisine karsi korumaktir. Siiperoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene hizlica
dismutasyonunu katalize eder. SOD katalitik aktivitesi ¢cok yiiksek olan bir enzimdir

[21, 22, 23, 24].

SODO;, "+0, +2H+ > H, 0, + 0O, (26)

Kofaktor olarak igerdigi metal iyonuna gore li¢ sinif dismutaz enzimi vardir:

(a) Bakrr ve Cinko iceren dismutazlar (Cu, Zn SOD) genel olarak okaryotik
hiicrelerin sitozoliinde ve kloroplastlarda bulunur. Tek disiilfit bag: ile birbirine bagl
iki ayn1 alt birimden olusur ve alt birim basina birer ¢inko ile bakir icerirler. Enzimin
etkinligi icin bakir mutlaka gerekli iken ¢inko; Co*", Hg*", Ca”" ile yer degistirebilir.

Dismutasyon bakir ile siiperoksit radikali arasindaki etkilesimle basarilir.

(b) Mangan iceren dismutazlar (Mn SOD) prokoryotlarda ve mitokondri matriksinde
bulunur. Birbirinin ayn1 iki alt birimden olusan ve her alt birimde bir atom Mn igeren

dismutazlardir.

(c) Demir iceren dismutazlar (Fe SOD) prokaryotlarda ve bazi bitkilerde bulunur.

Mn siiperoksit dismutaza benzer yapidadir.

2.3.2. Peroksidaz Enzimi

Peroksidaz (EC 1.11.1.7) 32 ve 45 kDa arasinda bir molekiil agirligina sahip bir
monomerik heme igeren enzimdir. Peroksidazlar elektron akseptorii olarak peroksiti
kullanir ve ¢ok sayida dondr bilesikleri yiikseltger. Peroksitler dogada genis bir

yayilimda bulunurlar ve dkaryot ve prokaryot hiicrelerde ifade edilirler.



17

Bitki peroksidaz tist familyasi ti¢ sinifa ayrilabilir:
1.smuf peroksidazlar prokaryot kaynaginin hiicre i¢i peroksidazlaridir,
2.smuf peroksidazlar mantarimsi peroksidazlardan meydana gelir,

3.smif peroksidazlar ise daha yiiksek bitki peroksidazlaridir [21].

Organizmalarda genis bir yayilimi olan peroksidaz c¢esitli kaynaklardan izole
edilmektedir. Bitkilerde bulunan peroksidaz, bayirturpu kokii, ispanak yapraklari,
domates tohumlari, patates yumrular1 ve kiltirlii yerfistig1 hiicrelerinden

saflagtirilmaktadir [22].

Birgok yiiksek bitkiler birkag peroksidaz (Prx) izozimlerine sahiptirler. izoelektrik
noktalar1 {izerinde temellendirilen peroksidazlar anyonik, notral ve katyonik olmak

iizere ii¢ alt grupta siiflandirilirlar [21].

Peroksidazlar baslica bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur.
Birbirini izleyen benzerligin temelinde heme peroksidazlar iki tistfamilya iginde

smiflandirilabilir. Bunlar;

- Mantar, bitki ve bakteri peroksidazlari,

- Hayvan peroksidazlaridir [21].

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7) oksidant olarak organik hidroperoksitleri ya da hidrojen
peroksitleri kullanirlar [23]. Peroksidazlar, hidrojen peroksiti kullanarak cogu
organik ve inorganik substratlarin bir elektron oksidasyonunu katalize etmesi heme
protein enzimlere baglidir. Peroksidazlar hiicre duvari bilesenleri formlarina iyonik
ya da kovalent olarak bagl olup bitki hiicreleri i¢inde mevcuttur. Bu enzimler, hiicre
duvar-bag1 peroksidazi ile hiicre uzamasi, odunlagtirma prosesi ve bitki savunma
mekanizmalar1 gibi ¢esitli proseslerde bulunan yiiksek bitkilerde yaygindir [24]. Bu
enzimler hiicre i¢i bosluklarda, hiicre i¢i cisimciginde, plazmada ve hiicre duvarmin
icinde ve disinda bulunabilir. Bu enzimler bitki hiicre bdlmelerinde birkag
izoenzimin varhigi yoluyla belirtilmis ¢esitli fonksiyonlara sahiptirler. Peroksidazlar

bitki hormon diizenlemesinde, savunma mekanizmasinda, hiicre uzamasinin
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kontroliinde, uzamanin polimerizasyonunda, hiicre duvar1 polisakkaritlerinin ¢apraz

baglantisinda ve lignin biyosentezlerinde bulunmaktadir [25].

2.4.Karahindiba (Taraxacum officinale)

Diinya tizerindeki bitkilerin yaklasik 20.000 tiirti tibbi amagla kullanilir. Tiirkiye’de
yetisen 8500 tiirden sadece 500 kadar1 tedavide kullanilmaktadir.

Karahindiba papatyagiller (Asteraceae) familyasindan yaygin bir bitki tiiridiir.
Cigekleri sari, yapraklarit yesil olsa da bitkinin adina "karahindiba" denilmistir.
Karahindiba Nisan ve Mayis aylarinda tiim tarla kiyilarinda ¢ayrrlik alanlarla yol

kenarlarinda yetisen, ¢ok yillik sar1 ¢igekli otsu bir bitkidir [26].

Avrupa’nin baz lilkelerinde ve Hindistan’da tarimi yapilan tiirleri vardir ve bunlarin

cicek biiyiikliiklerinin ¢ap1 yedi santimetreye kadar varir.

2.4.1.Tarihgesi

Misir ve Kipgak Tiirklerinin katagan, Cagatay Tiirklerinin sagratku olarak bildikleri
bu bitki gliniimiize karahindiba olarak gelmistir. Hindiba Arapga kdkenli bir
kelimedir. Tedavisi i¢in kullanildig1 g6z hastaligi trahomdan kaynaklandig: ileri
siiriilmektedir. Anadoluda acigici, acigliyek, giineyik ve arslandisi olarak bilinse de

en yaygin olarak kullanilan adi radika’dir [26].

2.4.2. Kimyasal ozellikleri

Besleyici degeri oldukca yiliksek olan karahindiba, %35’e varan yiiksek oranda
potasyum icermesinden dolayi, en 1yi dogal potasyum kaynaklarindan biridir. A
vitamini C vitamini ve nikotinik asit ile kalsiyum ve tiirlii mineraller yoniinden de
zengindir. Ayrica, torexacin, retinol, levulin, inulin gibi bilesikler icerir. Bu nedenle
yapraklar1 salatalara katilip yenir. Kokiide yasken dogranip salatalara katilir.

Kurutulan kokii birgok iilkede 6giitiiliip ac1 hindiba kahvesi olarak i¢ilir.
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2.4.3.Tibbi etkileri

Karahindiba, ¢ig yenildiginde veya kurutulup c¢ay biciminde kullanildiginda, kan
temizleyici, sindirim kolaylastirici, ter ve idrar soktiiriicii ve canlandirict etkilere

sahiptir.

Pankreas iizerine olumlu etkisi vardir ve bobreklerin ¢alismasinda aktif rol oynar.
Karahindiba kani inceltir ve kanin koyu olmasi halinde basariyla kullanilabilir.
Ergenlik sivilceleri 1sirgan otunun ve karahindibanin kan temizleyici ozellikleri
sayesinde 1iyilestirilebilirler. Karahindiba, oOncelikle bobreklerin ve karacigerin

fonksiyonlarmi destekleyici bir bitkidir.

Potasyum kaybina yol agmayan bir idrar soktiiriiciidiir. Katilgan dokuyu (bagdoku)
olumlu etkileyerek, yeterli oranda kanin tiim hiicrelere ulagsabilmesine yardimci olur.

Gigsiiz ve bitkin kisilere giic kazandirir [26].

Karahindiba, igerdigi mineral tuzlarin yani sira, metabolizma hastaliklarina kars1 ¢ok

onemli maddeleri de igerir.

Sarilik ve dalak hastaliklarinda da karahindiba basariyla kullanilabilir. Kan

temizleyici etkisi sayesinde, romatizma ve gut hastaliklarinda da yardimei olabilir.

Kara Hindiba, safra kesesi ve karaciger hastaliklarinda olduk¢a yardimcidir.
Karacigeri en olumlu etkileyebilen bitkilerden biridir. Taze olarak yenilen 5-6 cigcek
sapl, kronik karaciger iltithaplarinda ve karaciger yaglanmasinda iyilesme
saglayabilir. Taze ¢igek saplar1 karaciger ve safrakesesinin ¢alismalarini diizenler. Bu
saplar seker hastaligina da i1yi gelebilir. Karahindiba saplar1 daha baska hastaliklarda
da yardimci olurlar. Deri kasmtilarini, egzamalar1 ve temriyeleri iyilestirebilirler.
Mide sivilarini diizene sokar ve mideyi atik maddelerden temizler. Bu degerli bitki
eskiden beri ¢cok onemli bir yere sahip olmasina ragmen ne yazik ki, pek cok kisi

tarafindan taninmaz ve zararli bir ot olarak bilinir.
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2.5. Kaynak Ozetleri

Belcarz ve arkadaslar1 (2008) peroksidaz enzimini lahanadan kismen saflastirmis ve
izole etmistir. POD i¢in optimum pH 6,0 bulunmustur. POD i¢in optimal sicaklik 40
°C olarak bulunmustur. Peroksidazlar 4 °C’de 4 hafta depolanma siiresince
tamamiyla aktivite gostermistir. Kinetik caligmalar gosterir ki, ABTS (0,0377 ve
0,0625 mM) ve o-dianisidin (0,357 ve 0,286 mM)’e ait K, degerleri i¢in guaiacol
(6,41 ve 13,89 mM)’den daha diisiik degerlere sahiptir [24].

Vitali ve arkadaglar1 (1998) yabani sinamekinden bir peroksidazi (EC 1.11.1.7) 29
glinde toplanmus kiiltiir ortamindan saflastrmistir. Molekiil agirligt SDS-PAGE
yoluyla yaklasik olarak 43 kDa, jel filitrasyonu ile 50 kDa olarak bulunmustur.
Peroksidaz kafeik asit, ferulik asit ve guaiakol gibi dogal fenoliklere ve alkola kars1
yiiksek bir spesifiklikle karakterize edilmistir. Bu enzim hiicre duvarmin odunlagsma

proseslerinde bulundugu belirlenmistir [25].

Fortea ve arkadaglar1 (2009) peroksidaz enzimini Triton X-114 kullanilarak bir masa
iziimiinden ekstrakte ederek spektrofotometrik metodlar yardimiyla karakterize
etmistirler. Peroksidaz asit sokuyla etkinlestirilmistir. Fakat anyonik deterjan sodyum
dodesil siilfat (SDS) varliginda POD inaktiflestirilmistir. Peroksidaz enzimi izlenilen
Michaelis—Menten kinetikleri yoluyla karakterize edilmistir. Peroksidaz enzimi i¢in
Kn ve Vi degerleri ABTS i¢in sirasiyla 0,79 mM ve 1,20 mM / dk olarak
bulunmustur. Hidrojen peroksit icin bu degerler sirasiyla 0,4 mM ve 0,93 mM / dk
olarak bulunmustur. POD enzimi, 75 °C’de 5 dakika boyunca bekletildikten sonra
bagil aktivite kayb1 % 90’dan biiylik oldugu goriilmiistiir. Ayrica POD enziminin

aktivasyon enerjisi 271,9 kJ / mol olarak bulunmustur [27].

Serrano Martinez ve arkadaglar1 (2008) kmrmizi tathh biberden elde ettikleri
peroksidaz (POD) enzimini, % 30 ve % 80 arasinda amonyum siilfat fraksiyonu ve
Triton X-114 ile ayrilan fazin bir kombinasyonunu kullanarak kismen saflastirmistir.
H-dondrii olarak ABTS kullanilarak optimum aktivite pH 4,5 olarak elde edilmis ve
goriinen V,, ve K, parametreleri hem ABTS hem de H,O;i¢in sirastyla 0,495 ve 1,32

mM olarak bulunmustur. Bir kag indirgeyici etkenin etkisi ¢alisilmis ve askorbik asit



21

en aktif etken olarak belirlenmistir. Termal inaktivasyon c¢aligmasi inaktivasyon
kinetigi i¢in bir ilki gostermis ve Arrhenius ¢izimi 151 kJ / mol degerinde bir
inaktivasyon enerjisine esdeger bir egim ile diiz bir ¢izgi vermistir. Kayda deger

inaktivasyon, 40 °C’den yiiksek sicakliklarda meydana geldigi goriilmiistiir [28].

Manu ve arkadaslar1 (2009) peroksidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, katyon
degisimi, anyon degisimi ve jel filitrasyon kromatografisi yoluyla bugday o6giitme
endiistrisinin  iirettigi bugday kepeginden saflastirmistir. Glikoprotein olan bu
enzimin molekiil agirlig1 44 kDa, optimum pH’1 4,8 ve karbonhidrat icerigi % 13.8
olarak bulunmustur. Saflastirma siiresince kalsiyumun katilimi1 enzim verimini ve
spesifik aktiviteyi arttirdigr gozlenmistir. Kalsiyum varliginda saflastirilmis enzim
artan bir termal kararlilik gostermistir. Kalsiyum ilavesinde triptofan floresansliginda
degisim gozlenmemistir fakat 403 nm’de heme emilimi, heme ¢evresinde bir degisim
gosteren bir degisiklik gosterdigi  bulunmustur. Kalsiyum bugday kepegi
peroksidazinin heme yapisi, enzimatik aktiviteyi ve termal kararliligi korumak i¢in

esas oldugu belirtilmistir [29].

Jacques R.Vanfleteren, (1992) iplik kurdu (Caenorhabditis Elegans) dokusundan Cu,
Zn-Siiperoksit Dismutaz enzimini saflastrmiglardir. Enzim aktivitesi 2660 U/mg

protein, molekiiler agirligininda 37,5-40 kDa araliginda oldugu saptanmastir.

Malgorzata M. ve ark. (2005), Dondurulmus soya fasiilyesi filizlerindeki antioksidan
enzim aktivitelerini incelemislerdir. 1°C ye sogutulmus filizlerde ki CAT ve SOD

aktivitelerinin 25°C dekine gore arttig1 gdozlenmistir [30].

Yurdanur Bozdemir (2007), keten tohumu ekstraktinda, antioksidan enzimler olan,
katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivite gosterdikleri saptanmistir. PD
10 kolon kromotografisi (Sephadex G-25M) ile yapilan ¢alismalarda alinan eluatlar
arasinda en yiiksek aktiviteyi gosteren Ornekler bir araya toplanmis; katalaz
enziminin spesifik aktivitesi 17,56 U/mg protein, siiperoksit dismutaz enziminin

spesifik aktivitesi 4,90 U/mg protein olarak bulunmustur [31].



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Materyal ve Maddeler

Bu calismada kaynak bitki olarak kullanilan karahindiba (7araxacum officinale)
bitkisi Sakarya bdlgesinden toplanilmis olup bitkinin yaprak kisimlart POD

enziminin izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Calismalarimiz siiresince polivinil pirolidon (PVP), triton-x 100, askorbik asit ve
dipotasyum hidrojen fosfat ile potasyum dihidrojenfosfatin kullanildig1 tampon
cozeltiden olusan karisim izolasyon islemlerinde kullanilmistir. Sitrik asit mono
hidrat, sodyum sitrat, dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojenfosfat, tris
amino metan hidroklorid ve trizma-base kimyasallar1 tampon ¢ozelti hazirlama
islemlerinde kullanilmistir. 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, o-
dianisidin, guaiakol, ABTS, hidrojen peroksit ve o-fenilen diamin substratlar1 kinetik

calismalarinda kullanilmistir.

Calismada alet ve cihaz olarak Shimatzu UV-2401 PC UV-VIS recording
spectrophotometer marka UV, derin dondurucu, pH metre, otomatik pipetler, hassas

terazi, blender, magnetik karistiric1 ve santrifiij kullanilmastir.
3.2. Peroksidaz (POD) Enziminin izolasyonu

Dondurucuda depolanmis karahindiba bitkisinden 8 gram alinarak ince ince
dogranmistir. % 0,5 polivinil pirolidon (PVP), % 4 triton-x 100 ve 0,001 M askorbik
asit igceren 40 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile hazirlanan ¢ozelti blender da 5
dakika boyunca karistirilarak pargalanmistir. Bu karisim ham enzim ekstrati olarak

adlandirilmistr.
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3.3. Peroksidaz (POD) Enziminin Karakterizasyonu

Yapmis oldugumuz biitiin caligmalar hidrojen peroksit varliginda gergeklestirilmistir.
Bunun sebebi, peroksidaz enziminin hidrojen peroksit substrati varliginda diger bir

substrata kars1 aktivite gostermesidir.

3.3.1. Substrat spesifikligi

Optimum substrat1 belirleyebilmek amaci ile POD enziminin 10 farkli substrata kars1
aktivitesi belirlenmistir. Bu amagla, 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit,
o-dianisidin, gallik asit, guaiakol, ABTS, hidrojen peroksit ve o-fenilen diamin

substrat olarak kullanilmistir.

3.3.2. Optimum substrat konsantrasyonu

En yiiksek aktiviteyi bulabilmek i¢in kulanilan substratlarin 0.05 mM ile 50 mM
arasinda degisen konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri kullanilarak en fazla aktivite

gosterdikleri konsantrasyon belirlenmistir.

3.3.3. pH etkisi

POD enzimi aktivitesi 3,0 ile 9,5 arasinda degisen pH’larda hazirlanmis tamponlar
ile 9 farkli substrat kullanarak (4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, o-
dianisidin, gallik asit, guaiakol, ABTS, hidrojen peroksit ve o-fenilen daimin) tayin

edilmistir.

Bunlarin enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle 60 sn siiresince 420 nm

absorbans artiglar1 izlenerek gerceklestirilmistir.

pH 3,0 ile 9,5 arasindaki ¢esitli tampon ¢ozeltiler asagida anlatildigr sekilde

hazirlanilmistir.
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pH’lar1 3,0 — 6,0 arasindaki tamponlar1 hazirlamak i¢in;

5,26 gram sitrik asit monohidrat saf su ile 250 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti A
cozeltisidir. 7,353 gram sodyum sitrat saf su ile 250 ml’ye tamamlanmistir. Bu

¢Ozelti B ¢ozeltisidir.

A ve B c¢ozeltilerinin asagida belirtilen miktarlarda karistirilmasi ile istenilen

pH’larda tamponlar hazirlanmistir.

Tablo 3.1. 0,1 M sitrik asit tamponun hazirlanmasi

PH A (ml) B (ml)
3,6 35 20
4,0 25 10
453 25 27
5,0 15 20
5,5 10 25

pH’lar1 7,5 - 9,5 arasindaki tamponlar1 hazirlamak igin;

3 gram tris amino metan hidroklorid saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢6zelti
A ¢ozeltisidir. 3 gram trizma-base saf su ile 150 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢6zelti B

¢Ozeltisidir.

A ve B c¢ozeltilerinin asagida belirtilen miktarlarda karistirilmasi ile istenilen

pH’larda tamponlar hazirlanmistir.

Tablo 3.2. 0,1 M tris tamponunun hazirlanmasi

PH A(ml) B(ml)
8,0 30 30
8,5 6 25
9,0 5 45
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3.3.4. Sicakhgin etkisi

POD enziminin optimum sicakligin1 belirlemek i¢in 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80
°C’lerde enzim aktivitesine bakilmistir. Bunu belirlemek igin daha dnceki gibi 60 sn
boyunca 420 nm’de absorbanstaki artisi izlenmistir. Yiiksek sicakliklar icin su
banyosu ve diisiik sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanilmistir. Bu ¢alismada
substrat olarak 4-metil katekol, ABTS, gallik asit, guaiakol, kafeik asit, o-dianisidin,
o-fenilen diamin, progallol ve katekol kullanilmistir. Her bir substrat en aktif oldugu

konsantrasyonunda kullanilmistir.

3.3.5. Enzim Kkinetigi

Enzimin maksimum hizinin (Vi) ve Michaelis-Menten sabitinin (K,,) bulunmasi
icin kinetik ¢aligmalarda 0,05 mM ile 50 mM arasinda degisen substrat ¢ozeltileri,
stok olarak hazirlanan substrat ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra
spektrofotomerik olarak 420 nm’de 60 sn aktivitesi izlenmistir. Daha sonra
absorbans-zaman grafiginden ilk hizlar1 hesaplanmistir. Bu ilk hiz degerleri
Linewearver-Burk grafiginde (1/V’ye karsi 1/[S]) yerine konularak K, ve Vpax

degerleri bulunmustur.

3.3.6. inhibitor etkisi

POD enzim aktivitesi iizerine inhibitorlerin etkisini incelemek i¢in sodyum azide,
tiyoiire, askorbik asit, potasyum siyantir, 2-merkapto etanol, L-glutatyon, L-sistein ve
sodyum siilfit olmak iizere toplam 8 adet inhibitér kullanilmistir. Her bir inhibitor
icin Iso degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan Iso degerlerinden faydalanarak yapilmis
olan inhibisyon caligmalar1 dogrultusunda ne tiir inhibisyon oldugu belirlenmistir.

Bunun yaninda her inhibisyon tiiriine karsilik K; degerleri hesaplanmastir.

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitérlerin yapmis oldugu inhibisyon etkilerini
tespit etmek amaciyla 3 mM’lik sabit substrat konsantrasyonunda bir aktivite tayini
baz alinarak farkli konsantrasyonlarda inhibitor aktiviteleri tayin edilmis ve % olarak

hesaplanarak her bir inhibitér icin % Bagil Aktivite - [I] grafikleri ¢izilmistir. Bu
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aktivite tayinleri 4-metil katekol substrati esliginde gerceklestirilmistir. Elde edilen
grafiklerden enzim aktivitesini yariya indiren inhibitor konsantrasyonu olan Isg
degerleri hesaplanmistir. K; degerlerini hesaplamak amaciyla da her bir inhibitor i¢in
ilk asamada inhibitorsiiz olmak tizere farkli konsantrasyonlarda aktivite tayinleri
yapilmistir. Buna karsilik inhibisyon aktivite tayinleri i¢in Iso degerlerinden
faydalanarak  inhibitér =~ konsantrasyonlar1  belirlenmistir.  Bu  inhibitor
konsantrasyonlar1 sabit tutularak farkli substrat konsantrasyonlarinda aktivite
tayinleri yapilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda 1/V’ye karsilik 1/[S]
grafikleri cizildi. Bu grafikler yardimiyla inhibisyon tiirii ve K; degerleri hesaplandi.
Hesaplanan K; degerlerinin ortalamalar1 alinarak da her bir inhibitor i¢in ortalama K;

degerleri hesaplanmustir.

3.3.7. POD enziminin depolanma kararhhg:

Enzimin oda sicakliginda depolanma kararliligin1 bulabilmek amaciyla ilk 6nce oda
sicakliginda aktivitesindeki azalma saat bas1 420 nm’deki 60 sn boyunca absorbans
degeri Olciilerek kaydedilmistir. Burada substrat olarak 3mM 4-metil katekol ve 1
mM H,0, kullanilmistir.

3.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enziminin izolasyonu

Dondurucuda depolanmis karahindiba bitkisinden 1,5 gram almarak ince ince
dogranmustir. 0,1 mM Na;EDTA igeren 50 ml 50 mM fosfat tamponu (pH 7,6) ile
hazirlanan ¢6zelti blender da 5 dakika boyunca karistirilarak parcalanmaistir.
Homojenat 15000 RPM de 15 dakika santriftijlenmistir. Siipernatant kismi enzim

analizinde kullanilmustir.

3.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD analizi i¢in, 0,1 mM Na,EDTA iceren 50 mM fosfat tamponu (pH:7,6), 50 mM
Na,COs (pH:10,2), 12 mM L-Methionin, 75 pM Nitro Blue Tetrazolium (NBT),
100pl enzim ekstraktt ve 10uM Riboflavin 10x100 mm’lik cam tiiplerde

hazirlanmistir. Reaksiyon hacmi 3 ml’dir. Reaksiyon karigimlart 12000 lux 1s1k
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siddetinde 15 dakika bekletilerek 1siklmdirilmustir. Olgiimler plastik kiivetlerde 560
nm’de yapilmistir. 1 birim SOD aktivitesi, 560 nm’de NBT nin %50 indirgenmesine
esit olacak sekilde asagidaki formiil uygulanarak belirlenmistir.

% Inhibisyon= (ABS2 - ABS1) / (ABS2) x 20
ABS2: Enzim icermeyen reaksiyonun kor absorbansi

ABSI1: Enzim igeren reaksiyonun absorbansi

3.5.1. pH etkisi

SOD enzimi aktivitesi 3,5 ile 9 arasinda degisen pH’larda hazirlanmis tamponlar
kullanarak tayin edilmistir. Aktivite tayinlerinde spektrofotometre 560 nm’ye

ayarlanarak absorbans degerleri okunarak hesaplanmistir.

3.5.2. Sicakhgin etkisi

SOD enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in 0, 10, 20, 30, 40°C’lerde enzim
aktivitesine bakilmistir. Aktivite tayinlerinde yine spektrofotometre 560 nm’ye
ayarlanarak absorbans degerleri okunarak hesaplanmistir. Yiiksek sicakliklar i¢in su

banyosu ve diistik sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanilmistir.
3.5.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) enziminin depolanma kararhhg:
Enzimin oda sicakligindaki depolanma kararliligin1 bulabilmek i¢in oda sicakliginda

aktivitesindeki azalma belirli zaman araliklar1 ile 560 nm’de absorbanslarina

bakilmistir ve absorbanslar1 kaydedilmistir.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR VE SONUCLAR

4.1. Peroksidaz (POD) Enziminin izolasyonu ve Saflastirilmasi

POD enzimi izolasyonu, bolim 3.2.°de anlatildig1 gibi % 0,5 polivinil pirolidon
(PVP), % 4 triton-x 100 ve 0,001 M askorbik asit igeren 40 ml 0,1 M fosfat tamponu
(pH 7.0) kullanilarak yapilmistir. Bitki kaynagi olarak karahindiba bitkisinin yaprak
kismi izole edilmistir. Izolasyon asamasinda kullanilan PVP, karahindiba bitkisinde
bulunan fenolik maddeleri baglayarak, POD enziminin aktivite gostermesini
engellemek amaciyla kullanilmistir. Ciinkii fenolik maddelerin oksidasyonu sonucu
olusan kinonlar, enzimi inhibe edebilmektedir. Askorbik asit izolasyon sirasinda
olusan o-kinonlar1 azaltmak amaci ile kullanilmistir ve kendisi ytikseltgenir. Triton-x
100 ise bitkideki hiicre duvarini parcalamasi amaciyla izolasyon islemlerinde

kullanilmastir.
4.2. Peroksidaz (POD) Enziminin Karakterizasyonu
4.2.1. pH etkisi

POD enzimi aktivitesi 3 ile 9,5 arasinda degisen pH’larda hazirlanmis tamponlar ile
9 farkli substrat kullanarak (4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, o-
dianisidin, guaiakol, ABTS, guaiakol, gallik asit, hidrojen peroksit ve o-fenilen
diamin) tayin edilmistir. Enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle 60 sn

siiresince 420 nm absorbans artiglar1 izlenerek gergeklestirilmistir.

Bu calismada grafiklerden de goriilebilecegi gibi karahindiba bitkisinden elde edilen
peroksidaz enziminin her bir substrata karsi, optimum pH degerleri sirasiyla 4-metil
katekol i¢in 7,2 (fosfat tamponu), ABTS icin 3,6 (sitrat tamponu), guaiakol i¢in 6,5
(fosfat tamponu), gallik asit i¢in 6,5 (fosfat tamponu), kafeik asit i¢in 6,5 (sitrat
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tamponu), o-dianisidin i¢in 3,6 (sitrat tamponu), o-fenilen daimin i¢in 5 (sitrat
tamponu), progallol i¢in 7,5 (fosfat tamponu) ve katekol i¢in 7 (fosfat tamponu)

olarak bulunmustur.

120
100 -

80

% Bagil

Aktivite 00

40 -

20

Sekil 4.1. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin 4-metil katekol substrati ile

optimum pH grafigi
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Sekil 4.2. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin ABTS substrat1 ile optimum

pH grafigi
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Sekil 4.3. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin gallik asit substrati ile

optimum pH grafigi
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Sekil 4.4. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin guaiakol substrati ile

optimum pH grafigi
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Sekil 4.5. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin kafeik asit substrati ile

optimum pH grafigi
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Sekil 4.6. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin o-dianisidin substrati ile

optimum pH grafigi
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Sekil 4.7. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin o-fenilen diamin substrati ile
optimum pH grafigi
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Sekil 4.8 Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin progallol substrati ile
optimum pH grafigi
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Sekil 4.9. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin katekol substrati ile

optimum pH grafigi
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4.2.2. Sicakhgin etkisi

Boliim 3.3.4.°de anlatildig1 gibi, 4-metil katekol, ABTS, gallik asit, guaiakol, kafeik
asit, o-dianisidin, o-fenilen daimin, progallol ve katekol substratlar1 kullanilarak
POD enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80
°C’lerde enzim aktivitesine bakilmustir. Yiiksek sicakliklar i¢in su banyosu ve diisiik
sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanilmistir. Bu c¢alismada substrat

konsantrasyonlar1 her substratin en aktif oldugu konsantrayonda sabit tutulmustur.

Asagida verilen grafikler incelendiginde enzimin maksimum aktivite gosterdigi
sicakhigin 30 — 40 °C (optimum sicaklik) araliklarinda oldugu goriilmiistiir. Optimum
sicakliktan daha yiliksek sicakliklarda aktivitede azalma goriilmektedir. Bu da

enzimin sicaklikla kismen aktive oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin 4-metil katekol substrat ile

optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.11. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin ABTS substrati ile
optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.12. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin gallik asit substrati ile
optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.13. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin guaiakol substrati ile

optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.14. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin kafeik asit substrati ile

optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.15. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin o-dianisidin substrati ile

optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.16. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin o-fenilen diamin substrati

ile optimum sicaklik grafigi

37



120 -

100

80 1

% Bagil i
Aktivite

40

20 -

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

Sicakhk

Sekil 4.17. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin progallol substrati ile

optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.18. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin katekol substrati ile

optimum sicaklik grafigi
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4.2.3. Enzim kinetigi

Kinetik ¢alismalar 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, o-dianisidin,
guaiakol, ABTS, hidrojen peroksit ve o-fenilen diamin substratlar1 i¢in yapilmaistir.
Peroksidaz enzimi hidrojen peroksit varliginda aktivite gosteren bir enzim olup bu
enzimin V. ve Ky, degerleri ile ilgili ¢aligmalar hidrojen peroksit ve 8 farkl
substrat varliginda yapilmistir. Bunun i¢in peroksidaz enzimi ile 4-metil katekol,
katekol, pirogallol, kafeik asit, o-dianisidin, guaiakol, ABTS ve o-fenilen diamin
substratlar1 sabit tutularak hidrojen peroksit i¢in farkli konsantrasyonlarda optimum
aktivite Olciimleri yapilmis olup Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Daha sonra
peroksidaz enzimi ile hidrojen peroksit sabit tutularak 8 farkli substratin farkli
konsantrasyonlarindaki optimum aktivite 6l¢ctimleri yapilmis olup Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilmistir. Her bir calisma en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Bu grafiklerden
elde edilen denklemlerden yararlanilarak her bir substrat i¢in ayr1 ayrt Vi ve Kn

degerleri hesaplanmustir.

600 -
500 -
400 -
1/V 300 -
y = 383,8x+ 111,99
200 - R?=0,9959
100~
I T 0 T T T T T 1
04 -02 0 0,2 0,4 0,6 0.8 1 1,2

1/[S}(mM™)

Sekil 4.19. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli 4-metil katekol substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.20. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin 4-metil katekol substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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Sekil 4.21. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli ABTS substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi

40
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Sekil 4.22. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin ABTS substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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Sekil 4.23. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli gallik asit substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V—
1/[S] grafigi
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Sekil 4.24. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin gallik asit konsantrasyonu
sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

1400 -
1200 -
1000 -

800 - * y = 4259,9x + 390,93

v R?=09916

600 H
400 4

00 -

T 1} T 1

-0,15 0,1 0,35
1/[S)(mM"")
Sekil 4.25. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli guaiakol substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V—
1/[S] grafigi
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Sekil 4.26. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin guaiakol substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi

700 ~
600 -
500 -

400 -

1V
300 + y=23,471x + 112,81

R?=0,9937
200 -

10

[ T \Y) T

-10 -5 0 5 10 15 20 25
1/[S](mM™)
Sekil 4.27. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli kafeik asit substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V—
1/[S] grafigi
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Sekil 4.28. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin kafeik asit substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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Sekil 4.29. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli o-dianisidin substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V—
1/[S] grafigi
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Sekil 4.30. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin o-dianisidin substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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Sekil 4.31. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli o-fenilen diamin substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.32. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin o- fenilen diamin substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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Sekil 4.33. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substratt

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli progallol substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V—
1/[S] grafigi
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Sekil 4.34. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin progallol substrat
konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi

y =1239,2x + 178,57

1V 800 - 5
R"=0,9985

[ T U T T T T T 1

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/[S}(mM™")
Sekil 4.35. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli katekol substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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Sekil 4.36. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin katekol substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farklt H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]

grafigi
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Tablo 4.1. POD enziminin substrat spesifikligi ile ilgili toplu bulgular

20

40

Km (mM) Vmax Km (mM) |Vmax (EU/dk)
Substrat (EU/dk) (H202 sbt) (H202 sbt) | Optimum pH | Optimum
Sicaklik
0
4-metil katekol
0,5119 0,0011 3,4271 0,0089 72 30
ABTS 1,3219 0,0035 0,4601 0,0067 3,6 40
0,0018
Gallik asit 0,6597 1,3819 0,0023 6,5 40
Guaiakol 1,1739 0,0008 10,8968 0,0026 6,5 40
Kafeik Asit 0,0223 0,0031 0,2358 0,0103 6,5 30
o-dianisidin
2,7238 0,0392 0,4915 0,0024 3,6 30
o-fenilen diamin
0,8069 0,0044 1,4746 0,0047 5 30
Progallol 0,0267 0,0019 1,4380 0,0039 7,5 40
Katekol 0,0105 0,0039 6,9396 0,0056 7 40

48
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4.2.4. inhibitorlerin etkisi

Sakarya bolgesinde yetisen karahindiba bitkisinin yaprak kismindan ekstrakte
edilen POD enzimi iizerine etki eden toplam 8 farkli inhibitor boliim 3.3.6.’da
anlatildig1 gibi incelenmistir. Incelenen inhibitdrler sodyum azid, tiyoiire,
askorbik asit, potasyum siyaniir, 2-merkapto etanol, L-Glutatyon, L-Sistein ve
sodyum siilfit inhibitorleridir. Yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen
grafiklerden her bir inhibitor icin Iso ve K; degerleri hesaplanmistir. Elde edilen

grafikler ve hesaplanan degerlerin tablolar1 agagida verilmistir.
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Sekil 4.37. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi iizerine sodyum azidin etkisi
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Sekil 4.38. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi iizerine tiyoiirenin etkisi
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Sekil 4.39. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi lizerine askorbik asitin etkisi
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Sekil 4.40. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi iizerine potasyum siyaniiriin
etkisi
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Sekil 4.41. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi {izerine 2-merkapto etanoliin

etkisi
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Sekil 4.42. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi lizerine L-glutatyonun etkisi
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Sekil 4.43. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi lizerine L-sistein etkisi
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Sekil 4.44. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi {izerine sodyum siilfitin etkisi

Tablo 4.2. POD enzimi iizerine etki eden inhibitdrlerin s, degerleri

Inhibitor Iso(mM)
Sodyum azit 0,254mM
Tiyoiire 0,2956mM
Askorbik asit 0,3000mM
KCN 0,2145mM
2-Merkapto etanol 0,3115mM
L-Glutatyon 0,4521mM
L-Sistein 0,2667mM
Sodyum siilfit 1,2000mM
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Sekil 4.45. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden sodyum azit

inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.46. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi iizerine
inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

1,4

etki eden tiyoiire
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Sekil 4.47. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi {izerine etki eden askorbik asit
inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.48. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden 2-merkapto
etanol inhibitdriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.49. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi tizerine etki eden L-glutatyon
inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.50. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi {izerine etki eden L-sistein
inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.51. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi lizerine etki eden potasyum
siyaniir inhibitoriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.52. Karahindiba bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden sodyum

stilfit inhibitoriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

Yapilan bu ¢aligmalarda, sodyum azid, tiyoiire, askorbik asit, 2-merkapto etanol, L-
Glutatyon ve L-Sistein inhibitorlerinin yarigmali inhibisyona, potasyum siyaniir
inhibitoriiniin yar1 yarigsmali inhibisyona, sodyum siilfit inhibitoriiniin ise yarigmasiz

bir inhibisyona neden olduklar1 Line-weaver Burk grafikleri ile belirlenmistir.
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Tablo 4.3. POD enzimi lizerine etki eden inhibitérlerin inhibisyon tiirleri ve K; degerleri

inhibitor Ki(mM)
Sodyum azit 0,4293
Kompetitif
Tiyoiire 0,2200
Kompetitif
Askorbik asit 0,1431
Kompetitif
2-Merkapto etanol 0,4556
Kompetitif
L-Glutatyon 0,5121
Kompetitif
L-Sistein 0,1737
Kompetitif
Potasyum siyaniir 0,0815
Ankompetitif
Sodyum siilfit 1,8000
Nonkompetitif

4.2.5. Peroksidaz (POD) Enziminin depolanma kararhhg:

Bolim 3.3.7.’de anlatildig1 gibi enzimin oda sicakliginda depolama siiresince
kararliligin1 incelemek amact ile 3 mM 4-metil katekol (pH 7,2) substrati
kullanilmis; oda sicakliginda her saat 6l¢iimii alinmis ve enzimin % bagil aktivitesi

hesaplanmistir.

Oda sicakliginda yapilan depolama kararlilig1 ¢alismasi sonucunda, POD enziminin
aktivitesi ilk li¢ saatte % 10, onuncu saatte % 40, ondokuzuncu saatte % 60,
otuzikinci saatte % 94 azalarak otuziigiincii saatin sonunda POD enzimi aktivitesini

kaybettigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.53. Karahindiba bitkisinden elde edilen POD enziminin depolama kararlilig1 grafigi

4.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enziminin izolasyonu ve Saflastiriimasi

SOD enzimi izolasyonu, boliim 3.5.’de anlatildig1 gibi karahindiba bitkisinden 1,5
gram almarak ince ince dogranmistir. 0,1 mM Na,EDTA igeren 50 ml 50 mM fosfat
tamponu (pH 7,6) ile hazirlanan ¢ozelti karistirict da 5 dakika boyunca karistirilarak
parcalanmistir. Homojenat 15000 RPM de 15 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant

kismi enzim analizinde kullanilmistir.

4.4. Siiperoksit Dizmutaz (SOD) Enziminin izolasyonu

4.4.1. pH etkisi

SOD enzimi aktivitesi 3,5 ile 9 arasinda degisen pH’larda hazirlanmis tamponlar ile

tayin edildi. Enzim aktivite tayinleri 560 nm absorbanslari izlenerek

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.54. Karahindiba bitkisinden elde edilen SOD enziminin optimum pH grafigi

4.4.2. Sicakhgin etkisi

Bolim 3.6.2.°de anlatildig1 gibi, 0, 10, 20, 30,40 °C’lerde enzim aktivitesine
bakilarak SOD enziminin optimum sicakligini belirlenmistir. Yiiksek sicakliklar i¢in
sicak su banyosu ve diisiik sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanilmstir.
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Sekil 4.55. Karahindiba bitkisinden elde edilen SOD enziminin optimum sicaklik grafigi
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4.4.3. Enzim depolanma kararhhg:

Boliim 3.6.3.°de anlatildig1 gibi enzimin oda sicakliginda depolanma kararliligini
incelemek amaciyla yaklasik 20 saat arayla aktivite 6l¢iimii alinarak enzimin % bagil

aktivitesi hesaplanmustir.
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Sekil 4.56. Karahindiba bitkisinden elde edilen SOD enziminin depolama kararlilig1 grafigi

4.4.4. Siiperoksit d