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TESEKKUR

Calismalarim stiresince her tiirlii konuda bana destek olan damisman hocam

Yrd. Dog. Dr. Giilnur ARABACI’ ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans donemi boyunca deneyimlerinden ve bilgilerinden yararlandigim tiim
Ogretim lyeleri ve arastirma gorevlilerine gostermis olduklar: ilgilerinden dolay1
tesekkiir ederim. Tezimin deneysel calismalarina biiyiik katkisi olan doktora

ogrencisi Ayse USLUOGLU na, tesekkiir ederim.

Ayrica egitimim i¢in higbir fedakarliktan kaginmayan ve hep destek¢im olan aileme

sonsuz tesekkiirler ederim.

Bu yiiksek lisans tezi Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Anahtar kelimeler: Peroksidaz, deve dikeni, Silybum marianum, antioksidan
enzimler, serbest radikaller, antioksidant savunma

Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), akseptor olarak rol yapan hidrojen peroksitin ve
hidrojen atomlarmin dondrii olarak rol yapan baska bir bilesigin de bulundugu bir
reaksiyonu katalize eden bir oksidorediiktazdir.

Bu ¢alismada peroksidaz enzimi (POD), Sakarya bolgesinde yetisen deve dikeni
(Silybum marianum) bitkisinin hem gévde hem de ¢igek tablasi kismindan ekstrakte
edilmis ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, jel filtrasyon kromotografisi
yontemleri ile kismen saflastirilmistir. Elde edilen ekstrakte, peroksidaz enziminin
karakterizasyonu i¢in kullanilmigtir. Karakterizasyon ¢alismalarinda 4-metil katekol
- H,0,, ABTS - H,0,, guaiakol - H,0,, kafeik asit - H,0O,, o-dianisidin - H,0,,
o-fenilen diamin - H,0,, progallol - H,0,, katekol - H,O, substrat g¢iftleri
kullanilarak her bir substrat i¢in ayri ayr1 optimum pH ve sicaklik degerleri
belirlenmistir. Her bir substrat ¢ifti i¢in 420 nm’de UV spektrofotometre cihazinda
aktivite tayinleri yapilmistir. Enzimin optimum sicakligi ve optimum pH bu sekiz
substrat ¢ifti kullanilarak belirlenmistir. Enzimin optimum pH’1 3,0 — 9,0 arasinda
degistigi bulunmustur. enzimin optimum sicakligi ise 30 — 40 °C arasinda degistigi
bulunmustur. Ayrica her bir substrat ¢ifti i¢in Lineveawer-Burk grafiklerinden K, ve
Vmax degerleri ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Ky, degerleri degerlendirilerek POD substrat
spesifikligi bulunmustur. Peroksidaz enziminin substrat spesifikligi gévde kismi igin
biiyiikten kiigiige dogru o-fenilen daimin, progallol, o-dianisidin, kafeik asit, ABTS
4-metil katekol, katekol ve guaiakol sirasini takip ederken ¢icek tablasi kismi igin ise
o-dianisidin, kafeik asit, progallol, ABTS, o-fenilen daimin, katekol, 4-metil katekol
ve guaiakol sirasini takip etmistir. Bu calismada sekiz adet inhibitor ile calisilmis
olup etkili olanlarin yarigmali inhibitor olarak sodyum azid, tiyoiire, askorbik asit,
2-merkapto etanol, L-Glutatyon ve L-Sistein, yar1 yarismali olarak potasyum siyantir,
yarigmasiz olarak ise sodyum siilfit oldugu bulunmustur. Bunun yaninda
calismalarimizda peroksidaz enzimi aktivitesi {izerine etki eden Fe™ cu™, zn*?,
Mg+2, Hg+2, Ba+2, Ca+2, Li+1, CO+2, Mn+2, Pb+2, Sn+2, Na*l, K+1, Ni+2 ve Cd+2
metalleri incelenmistir. Peroksidaz enzimi iizerine etki eden metallerden sadece Cu*?,
Sn*? ve K™’in enzim iizerinde inhibisyona diger metallerin ise aktivasyona sebeb
olduklar1 goriilmiistiir.
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CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE FROM MILK
THISTLE (Silypum marianum) PLANT

SUMMARY

Key Words: Peroxidase, Milk thistle, Silybum marianum, antioxidant enzyms, free
radicals, antioxidant defence

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.

In this work, Milk thistle (Silybum marianum) was used for POD characterization.
Milk thistles were harvested fresh from the region of Sakarya, in Turkey. This extract
purified partly through (NH,).SO, precipitation, dialysis, gel filtration. 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 - H,0,, 4-methylcatechol - H,O,, pyrogallol - H,O,, caffeic acid - H,0,,
ABTS - H,0,, guaiacol - H,0,, o-dianisidine - H,O,, o-phenilen diamin - H,O,), 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 eight substrate patterns (catechol -
H,0,, 4-methylcatechol - H,O,, pyrogallol - H,0,, caffeic acid - H,O,, ABTS -
H,0,, guaiacol - H,0,, o-dianisidine - H,0O,, o-phenilen diamin - H,0;) in six
different concentrations for the substrate specificity of POD. The substrate specificity
of POD was found to be o-phenilen diamin, pyrogallol, o-dianisidine, caffeic acid,
ABTS, 4-methylcatechol, catechol and guaiacol, respectively for the plant body. The
substrate specificity of POD was found to be o-dianisidine, caffeic acid, pyrogallol,
ABTS, o-phenilen diamin, catechol, 4-methylcatechol and guaiacol, respectively for
the flower tray. 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. The enzyme activity was also
tested against some metals. Fe*®, zZn*2, Mg, Hg", Ba', Ca', Li"', Co*?, Mn*
Pb*?, Na™, Ni*? and Cd*? ions act as enzyme activator however Cu*?, Sn*? and K™
ions act as enzyme inhibitors.
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BOLUM 1. GIRIS

Oksidasyon canli organizmalar i¢in ¢ok Onemli bir prosestir. Oksijen ise hem
yagamin ve hem de Olimiin molekiilii olarak bilinmektedir. Oksijen insanlarin
hayatlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in ¢ok énemli bir molekiildiir. Oksijen anaeroplar
i¢in 6ldiirticti ya da gelisimi durdurucu etkiye sahiptir. Bacteroides fragilis gibi bazi
anaeroplar diisiik oksijen konsantrasyonunda yasayabilirlerken Clostridia gibi tiirler
ancak oksijenin hi¢ olmadig1 ortamlarda yasayabilirler. Oksijenin anaeroplar iizerine
zararl etkisi, anaeroplarin 6nemli hiicre bilesenlerinin oksijen ile oksidasyonundan
kaynaklanmaktadir. Oksijenin eksik indirgenmesi ayrica reaktif oksijen tiirlerinin de
(ROT) olusmasina sebep olmaktadir. Hiicreye zarar veren bu reaktif oksijen tiirleri,
antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda hiicre Oliimlerine
sebep olmaktadir. Oksijenin bu yiikseltgeyici 6zelliginden anaeroplarin yanisira

aeroplar da zarar gormektedirler [1].

Antioksidan savunma sistemlerine sahip olan aerobik organizmalar, aerobik solunum
ve substrat oksidasyonu sonucu olarak iirettigi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumunu engellemektedir (Sekil 1). Hidroksil radikallerini ("OH), siiperoksit
anyonlarmi (Oy ") ve hidrojen peroksiti (H,O;) igeren reaktif oksijen tiirlerinin kiigiik
miktarlari, hem i¢ hemde dis uyaricilara karsilik olarak aerobik organizmalarda
stirekli olarak tiretilmektedir [2, 3]. Reaktif oksijen tiirlerinin diigiik seviyeleri hiicre
farklilasmasinda ve hiicre gelisiminin durdurulmasindaki molekiil ici iletime sahip
cogu biyokimyasal proseslerde, bagisiklikta ve mikroorganizmalara kars1 savunmada
vazgecilmezdir [4-7]. Bunun aksine reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek dozlar1 ya da
uzaklastirilma yetersizligi, siddetli metabolik bozukluklara sebep olabildigi gibi

biyolojik makromolekiillerede zarar verebilen oksidatif strese yol agabilir [8, 9].



Tablo 1.1. Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Formiilii Nonradikaller Formiilii
Stiperoksit 0, Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksi OH’ Hipokloroz asit HOCI
Peroksi ROO’ Hipobromoz asit HOBr
Alkoksi RO Ozon O3
Hidroperoksi HOO" Singlet oksijen 'Ag 10,

Canlilardaki elektron akisi serbest enerjinin elde edildigi bircok basamag takip eder
ve son olarak bu akis oksidatif fosforilasyonda O, molekiiliinde durur. Ciinki
indirgenme potansiyeli daha yliksek bir bilesigin ortamda mevcudiyeti s6z konusu

degildir. Problemsiz igleyen bir sistemde O, suya kadar indirgenir [1].

0, —» 0,y — H,0, - OH — H,0 (1.1)

Molekiiler oksijen (O,) diradikal olarak tanimlanmistir. Bu 6zelligi, sivi oksijenin
manyetik kutuplarindaki c¢ekimi ile ilgilidir. Buna bagli olarak, oksijenin suya
indirgenebilmesi i¢in elektron tagima zincirinin 4 elektrona ihtiyaci vardir. Molekiiler
oksijenin  bir elektron indirgenmesiyle O,7’i olusur. lkinci elektronun
indirgenmesiyle, daha sonra H,O,’yi olusturacak olan peroksit radikali olusur.
Uciincii elektron, Fe’in katalizledigi fenton reaksiyonu sonucunda, O, ile H,O;’ nin

reaksiyona girip OH™’1 olusturdugu sirada indirgenir.

Fe® + H,O — Fe® + 'OH + OH (1.2)

0, " + H,0, - 0, + 'OH + OH (1.3)

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

iceren reaktif molekiillerdir. Elektronlarin bu dizilimi kararsiz oldugundan radikaller



hizli bir sekilde diger molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir
konfiglirasyon olusturmaya calisirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan en etkili
serbest radikaller ROT lerdir. Organizmalardaki en aktif ROT fiireticileri fagositoz
hiicreleridir. Cesitli metabolik yangilarla uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyerek
hidroksil radikali (OH™), hidrojen peroksit (H,O;) ve superoksit (O,~) gibi ROT’lar1
olustururlar. Diger ROT kaynaklari; yine oksijenin katildigi mitokondriyal elektron
tasima zinciri, doymamis yag asitlerinin ve katesolaminlerin oksidasyonu ile

NADPH bagimli oksidazlardir.

Serbest radikaller, mitokondriyal solunum, fagositlerin aktivasyonu ve bazi
enzimlerin (nikotinamid diniikleotid hidrojen fosfat (NADPH) oksidaz ve ksantin
oksidaz gibi) ve/veya Fe ve Cu gibi metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlari
sonucunda olusurlar. Olusan bu serbest radikaller, 6zellikle reaktif oksijen tiirleri
(ROT), lokositlerin yabanct maddeleri yok etmeleri sirasinda, biyolojik olarak aktif
olan 6nemli aract molekiillerdir ve yangi ile ilgili temel bilesiklerin olusmasinda da
rol oynarlar. Bununla beraber asir1 liretilmeleri halinde toksiktirler ve hiicrelerdeki
lipitleri, proteinleri ve DNA’y1 oksitleyerek peroksidasyona ve modifikasyonlara
neden olabilirler. Bu prooksidanlarin, 6zellikle ROT’lerin birikmesine “oksidatif
stres” denir. Son yillarda oksidatif stresin, basta diyabet olmak {izere koroner kalp
rahatsizliklari, kanser, katarakt gibi daha bir¢ok hastalifin patogenezine neden

oldugu saptanmustir.

En etkili radikal hidroksil radikali olup bunun nedeni hiicre niikkleusundaki membran
bariyerleri kolayca ge¢mesi ve mutajenik olarak DNA’y1 etkilemesidir. Diger bir
onemli radikal olan singlet oksijeninin ise yari 6mrii kisadir ve son yoriingesindeki
paylagilmamis elektronun bir {ist enerji seviyesine ¢ikmasi sonucunda olusur [10].
Reaktif bir tiir olan H,O, suda rahatlikla ¢6ziinebilen ve mekanizmasi bilinmemesine
ragmen hilicre membranindan su gibi kolaylikla gegebilen bir molekiildiir. Genellikle
50 uM ve tlizeri konsantrasyonlardaki H,O,, muamele siiresine ve fizyolojik sartlara
bagli olmakla beraber birgok hayvan, bitki ve bakteri hiicre kiiltiirii iizerine toksik
etkiye sahiptir. Bu sebeple H,O,’in in vivo olarak ¢ok toksik oldugu ve hizli bir
sekilde uzaklastirilmas1 gerektigi diisiiniilmektedir. Bu da katalaz ve peroksidaz

enzimleri tarafindan yapilmaktadir.



Hidrojen peroksitteki O-O bagi, nispeten zayif oldugu i¢in kolaylikla pargalanabilir.

Bu bagin homolitik pargalanmasindan aktivitesi ¢ok yiiksek olan OH' radikali olusur.
H,O, — 2OH’ (1.4)
Bu homolitik pargcalanma demir tarafindan da gergeklestirilebilmektedir.

H,0, + Fe* — Fe® + OH + OH® (1.5)
Benzer sekilde bu reaksiyon Cu* varliginda da meydana gelmektedir.

H,0, + Cu* — Cu" + OH + OH’ (1.6)

Bu reaksiyon sirasinda olusan OH’, yeni radikallerin olusumunda ve bdylece de

DNA hasarinda 6nemli bir rol oynamaktadir [1].

Organizmada oksidatif stres olusturan degisik oksidanlara karsi daha Once
bahsedildigi gibi antioksidan savunma sistemi vardir. Bu antioksidan savunma
sistemi; serbest radikallerin asir1 iretilmesini engelleyerek, olusan serbest
radikallerin etkisini azaltarak veya olusan oksidatif hasari ya azaltarak ya da onararak
etkisini gosterir. Bu sistemler, SOD, CAT ve GPX gibi endojen antioksidan
enzimleri, GSH’1, seruloplazmin ve transferrin gibi metal baglayici proteinleri, Zn ve
Cu gibi antioksidan Ozellikteki bazi elementleri ve A, C, E gibi antioksidan

vitaminleri icermektedir.

Oksidanlarin 6zellikle ROT’lerin asir1 birikmesiyle olusan oksidatif stres; membran
lipitlerindeki doymamis yaglardaki baglari koparip membran viskozitesini ve
gegirgenligi arttirir, ayrica membran segiciligini de degistirir. ROT lerin olusumunun
baslangicinda yer alan O, , proteinleri bdliimlere ayirarak enzim aktivasyonlarinda
bozulmaya ve iyon transferinde aksakliklara neden olurken, ayrica demir iyonu ile
reaksiyona girip proteolizis olusturur. DNA’da ise; sakkarit halkalarinda kopmalar
sonucu mutasyonlar, bazlardaki modifikasyonlara bagli translasyon hatalari, zincir

kirilmalar ile proteosentezde inhibisyonlara neden olur. Bdylece hiicre 6liime gider.



Serbest radikaller; viicutta ayrica yangi, bagisiklik sistemine ait hastaliklar,
yaslanma, norolojik hastaliklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemik hasar,
karsinojenezis, mutajenezis, infeksiyoz hastaliklar, karaciger hastaliklari, akciger

hastaliklari, géz hastaliklar1 ve iirolojik hastaliklar gibi hastaliklara da neden olabilir
[10].

Plazma ve disik yogunluklu lipoproteinlerde (LDL) dogal olarak olusan
antioksidanlar, dogabilecek oksidasyonlardan hiicreleri korur [11, 12]. Lipit
peroksidasyonunun engellenmesi aerobik organizmalarda temel bir prosestir. Cilinkii
lipit peroksidasyon iiriinleri DNA bozukluguna sebep olabilir ve direkt olarak
gulutamat tasiyicilart ve Na* / K* ATPaz’lar gibi proteinleri inhibe edebilirler
[2, 11, 13, 12]. Lipit peroksidasyonunun artmasi ve antioksidan savunmasinin
azalmasi, hiicre i¢cinde kendiliginden niikleofilik merkezli reaksiyonlar1 olusabilen
epoksitleri meydana getirir. Bu sebebten dolay1 epoksitler DNA, RNA ve proteinlere
kovalent olarak baglanabilirler [5, 14]. Boyle bir reaksiyon epoksitlerin 6zelligine
bagl olarak toksik maddelerin olusmasina, alerjiye, genlerle ilgili mutasyonlara ve

kansere sebep olabilir [15].

Lipit peroksidasyonu tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri metodu yoluyla
degerlendirilebilir. Bu metod oksidatif stresin sebep oldugu lipit bozulmalarinin son
irtinii olan malondialdehit i¢in analiz edilmis oksidatif stresi degerlendirir [16, 17].
Organizmalarin hayatta kalmasi i¢in temel olan antioksidanlarin hem molekiil i¢i

seviyeleri hem de aktiviteleri arasinda bir denge vardir [18, 19].

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmiglardir. Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak ikiye
ayrilir. Hiicre i¢i savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari, SOD, CAT ve
GPX’tir. Enzimatik olmayan hiicre i¢i antioksidanlar, GSH, membranlara
baglanabilen a-tokoferol ve [-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve
bilirubindir. Hiicre dis1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yok

edicileri ve Zn gibi iz elementlerden olusur [10].
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Sekil 1.1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve aktif oksijenin olusturdugu hasara karsilik savunma
mekanizmasi [10]

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1), son derece reaktif olan siiperoksit anyonunun
dismutasyonunu, O, ve daha az reaktif olan H,O;’e kataliz eden bir antioksidan
enzimidir. Peroksit, CAT veya GPX reaksiyonuyla yok edilebilir [20, 21].

SOD
o, + 0Oy + 2H ——» H,O, + 0O (17)

SOD, ardisik oksidasyon ve dikkat ¢ekecek derecede yiiksek reaksiyon oranlari ile
Ping Pong tipi mekanizma i¢indeki aktif bolgede gecis metal iyonunun indirgenmesi

yoluyla O, * ™’ i yok eder [22].



CAT enzimi ise, hepatositlerin mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda
bulunurken, diger hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir [10]. Katalaz (EC 1.11.1.6)
yaklasik 240 kDa molekiiler agirliga sahip tetramerik bir enzimdir [23]. CAT enzimi,
H>0, ile cok etkili bir reaksiyon vermesi sonucu molekiiler oksijen ve su formuna

doner.

CAT
2H,0p ——» 2H,0 + 0O,

CAT
ROOH + AH, — H,0 + ROH + A (1.8)

Hayvanlarda hidrojen peroksit’in zehir etkisi GPX ve CAT tarafindan giderilir.
Katalaz, hayvanlar iginde firetilmis hidrojen peroksit’ten hiicreleri korur. CAT
normal sartlar altinda bazi hiicre tipleri i¢in gerekli olmamasina ragmen hiicrelerin
uyarlamali bir tepkimesinde oksidatif strese dayanmanin eldesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir [24].

GPX, antioksidan enzimlerin en etkin olanidir. Hiicre i¢i hidroperoksitlerin yok
edilmesinden sorumludur. H,0,’i suya g¢evirerek methemoglobin olusumunu
engeller ve membran lipitlerini peroksit anyonuna karsi koruyarak hiicre
membraninin biitiinliigiini korur. E vitamini ile sinerjik etkilesimi s6z konusudur.
GPX, ayrica biiyiime, gelisme ve tireme icin gerekli bir iz element olan selenyumu
yapisinda bulundurur. Selenyum eksikliginin, bu enzimin aktivitesini azalttigi

bilinmektedir.

GSH ise o6nemli bir intraseliiler antioksidandir. Okside edilmis sekli, serbest
radikallerinin inhibisyonunda, indirgenmis siilfidril gruplarinin stabilizasyonunda ve
tokoferol ile askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir. Ayrica GPX’in kofaktorii

olarak da gorev yapar [10].

GPX enzimi GSH’1 kullanarak hidroperoksitlerin indirgenmesini kataliz eder o

suretle memeli hayvan hiicreleri oksidatif zarara karsi korunur. Aslinda gulutatyon



metabolizmas1 oksidatif savunma mekanizmasinin en temel esaslarindan biridir

[15, 14, 25, 26].

GPX
ROOH + 2GSH —— ROH + GSSG + H;0 (1.9

GPX enzimi, CAT enzimi ile H,O, ve substrati par¢alamasina ragmen oksidatif
stresin diisiik seviyelerine karst savunmanin biiyiik bir kaynagi olan lipit ve diger

organik hidroperoksitler ile etkili bir reaksiyon verebilir.

Antioksidan enzimlerinin fizyolojik aktiviteden az miktar sapmalar1 hiicrelerin

direnci tizerinde anormal bir etkiye sebeb olabilir [27, 28].

Spesifik metal-baglayici proteinler, H,O, ve OH™ olusumunda etkili olan metalleri
baglayarak serbest radikal olusumunu oOnlerler. Bunlara 6rnek verecek olursak;
transferrin plazmadaki serbest demiri baglayarak, ferroksidaz aktivitesi olan
seruloplazmin ise, iki degerlikli demir iyonlarin1 daha az reaktif olan ti¢ degerlikli
demir iyonlarma donistiirerek serbest radikal olusumunu dolayisiyla lipit
peroksidasyonunu 6nler. Albumin ise, antioksidan etkisini yapisindaki stilfidril grubu
araciligiyla bakir iyonlarini sikica baglayip, OH™ olusumunu engelleyerek yapar
[10].

Bu ¢aligmanin amaci, Sakarya bolgesinde yetisen deve dikeni bitkisinin hasat donemi
toplanip uygun pH lardaki tamponlarla enzim ekstraksiyonunun yapilmasi ve uygun
tuz konsantrasyonlari ile enzim ¢oktiiriilip uygun substratlarla Michaelis - Menten
kinetigi ile POD enzimini karakterize etmektir. Bunun yaninda Peroksidaz enzimi
icin karakteristik olan inhibitorlerin enzim {izerine etkisini Kinetik olarak UV-Vis
spektroskopisi kullanilarak incelemektir. Béylece POD enzimi hem substratlarla hem

de inhibitorlerle karakterize edilecektir.

1.2. Kaynak Ozetleri

Enginarin islenmis gida endstrisinde genis bir kullanim alani vardir. Enginar

yapraklari, polifenil oksidaz ve peroksidaz enzimleri gibi 6nemli bilesenleri ekstrakte



etmek icin kullanilmakta olup bu enzimleri genis bir yayilimda igermektedir.
Peroksidazlar (POD) hiicre duvari biyosentezi, hasara karsi tepki, hastalik, direng ve
yara onarimi ile iligskilenmis enzimlerin genis bir grubunun iiyesidir. Cardinali ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bu calismada peroksidazlar karakterize edilmistir.
POD formlar1 SDS-PAGE ile analiz edilmis ve substrat olarak o-dianisidin
kullanilarak peroksidaz enzim aktivitesi belirlenmistir. Peroksidazlar, {li¢ farkli
molekiil agirlik bolgesi gostermistir; 100 kD, 60 kD ve 35 kD. Peroksidaz enzimi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filitrasyonu, affinite kromatografisi ve AE-HPLC ile
kismen saflastirilmistir. POD enzimi i¢in yapilan SDS-PAGE ile molekil agirlig
60 kD olarak bulunmustur [29].

Belcarz ve arkadaslar1 (2008) peroksidaz enzimini lahanadan kismen saflagtirmis ve
izole etmistir. POD igin optimum pH 6,0 bulunmustur. POD igin optimal sicaklik
40 °C olarak bulunmustur. Peroksidazlar 4 °C’de 4 hafta depolanma siiresince
tamamiyla aktivite gostermistir. Kinetik ¢alismalar gosterir ki, ABTS (0,0377 ve
0,0625 mM) ve o-dianisidin (0,357 ve 0,286 mM)’e ait Ky, degerleri i¢in guaiacol
(6,41 ve 13,89 mM)’den daha diisiik degerlere sahiptir [30].

Vitali ve arkadaslart (1998) yabani sinamekinden bir peroksidazi (EC 1.11.1.7)
29 giinde toplanmis kiiltiir ortamindan saflagtirmistir. Molekiil agirhigi SDS-PAGE
yoluyla yaklagik olarak 43 kDa, jel filitrasyonu ile 50 kDa olarak bulunmustur.
Peroksidaz kafeik asit, ferulik asit ve guaiakol gibi dogal fenoliklere ve alkola kars
yiiksek bir spesifiklikle karakterize edilmistir. Bu enzim hiicre duvarimin odunlagsma

proseslerinde bulundugu belirlenmistir [31].

Fang ve arkadaslar1 (2008) peroksidaz aktivitesi lizerinde yiiksek basing ve sicaklik
islemlerinin etkilerini arastirmistir. 200 MPa’dan 600 MPa’ya degisen basing
seviyeleri ve 10 °C’den 50 °C’e degisen sicakliklar 30 dk boyunca uygulanmistir.
Analizler, kivi meyve suyu icindeki ham peroksidaz ve bir model sistem iginde
kismen saflastirilmis peroksidaz lizerinde uygulanmistir. 400 MPa’dan daha yiiksek
basinglar enzim inaktivasyonunu hizlandirmak i¢in hafif bir sicaklikla (< 50 °C)
birlestirilmistir. Ik 15 dakikadan sonra maruz birakma siiresinin uzamasi biiyiik bir

etki gostermemistir. Ayrica POD i¢in pH degeri 6,0 - 8,5 arasinda bulunmustur [32].
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Mdluli (2005) marul mahsiiliinden elde ettigi peroksidaz enzimini, sefadeks G 100
jel filitrasyonu, DEAE - iyon degisimi ve Triton X114 igindeki faz ayrimi, sicakligin
bir kombinasyonu yoluyla kismen saflastirmistir. Enzim Kkinetik parametreleri,
molekiil agirligi, pH aktivitesi ve kararliligi, termal kararlilik, reaksiyon oran iligkisi
ve enzim konsantrasyonu igin karakterize edilmistir. Peroksidazin molekiil agirlig
71 kDa olarak bulunmustur. Peroksidaz, Ky, degeri 1,77 mM olan hidrojen peroksit

ve ABTS ile pH 4,0’te maksimum aktivite gostermistir [33].

Rodriguez ve arkadaslar1 (2000) tarafindan kavun meyvesinden peroksidaz enzimi
kismen saflastirmigtir. Baslica kavun peroksidazi anyon-degisim kromotografisi
yoluyla saflagtirilmigtir. Bu peroksidaz askorbik asit {izerinde aktivite gostermemistir
fakat yiiksek oranda guaiakol’ii yiikseltgemistir. Bu enzimin optimum pH’1 5,5
olarak bulunmustur. Indirgeyici substarat olarak ABTS kullanimiyla yapilan kinetik
caligmalar gostermistir ki yetisme ortaminda artan tuzluluk, hem hidrojen peroksit
hem de indirgeyici substrat {izerindeki kavun peroksidazinin kinetik parametrelerini

degistirmemistir [34].

Onsa ve arkadaslar1 (2004) iki membran bagi peroksidazt mPOD-I ve mPOD-II’yi
Metroxylon sagu’dan saflastirmis ve izole etmistirler. SDS-PAGE yoluyla mPOD-I
ve mPOD-II i¢in belirlenmis olan molekiiler agirliklar: sirasiyla 51,2 ve 43,8 kDa
olarak bulunmustur. Her iki enzimin substratlarla etkilesmesi yiiksek verimlilik
gbstermistir. Izoenzimler p-kumarik asit, metabisiilfit ve askorbik asit tarafindan
yiiksek derecede inhibe edilmistir. Inhibisyon etki sekli ve bu inhibitdrler igin
inhibisyon siirat sabiti (Kj) degerleri belirlenmistir. Peroksidazlarin aktiviteleri Ca*?
ve Fe* ile yiiksek derecede gelistirilmistir. Fakat Zn*? ile bir dereceye kadar inhibe
edilmistir [35].

Spitzer ve arkadaslar1 (1924) tarafindan yapilan bir ¢alismada peroksidaz enziminin
en yaygmn enzim oldugu belirtilmistir. Peroksidaz enziminin biitin yasam
organizmalarinda ve bunun yaninda hem bitki hem de hayvan dokularinda
bulunduguna deginilmistir. Peroksidazin sahip oldugu farkli bir 6zelligininde,
bozulmaya diren¢li oldugu vurgulanmistir. Peroksidazin hala dogru enzim olup

olmadig1 ¢6ziilememis bir sorun oldugu, varliginin kaniti ise bu enzimin yalnizca
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etkisinden ibaret oldugu ifade edilmistir. Bu enzimlerin etkileri, gdvdelerinin
kimyasal dogasi c¢alisilarak arastirilabilecegi One siiriilmiistir. Bir enzimin
fonksiyonu, bir eylemin hizlanmasini saglayan katalizér oldugu fakat higbir zaman

son iriinler arasinda gériinmedigi dile getirilmistir [36].

Deepa ve arkadaslar1 (2002) hurma yapragi yagindan elde ettikleri peroksidaz (POD)
enzimini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon degisim kromatografisi ve molekiiler
dislama kromatografisi yoluyla saflastirmistir. Elde edilen saflastirma derecesi enzim
aktivitesinin % 54 verimliligi ile 429 olarak bulunmustur. Denatiire sartlar altinda
saflagtiritlmis enzim elektroforezi Mr’nin 48 + 2 kDa oldugunu gostermistir. Cok
yiksek pH ve termal kararliliklar gosteren bu enzimin optimum pH’1 5,0 olarak
bulunmustur. Guaiakol, ABTS ve pirogallol igin sirasiyla Ky, degerleri 3,96 - 1 - 0,84
mM olarak bulunmustur [37].

Pomar ve arkadaslar1 (1997) bir peroksidaz (EC 1.11.1.7) enzimini Sephadex G-100,
Q-Sepharose ve Superose 12 PC 3.2/30 kolonlarinda kromatografi yoluyla takip
edilen amonyum siilfat fraksiyonu ile karabiberin meyva ortiistinden yaklasik 300
kere saflastirmistir. Saflastirilan enzimin jel filitrasyonuyla belirlenen molekiil
agirhgt (Mr) 50 k olarak bulunmustur. Enzimin kararli oldugu pH’mn 6,0 - 9,0

arasinda degistigi bulunmustur. Peroksidaz enziminin yiliksek sicakliklara direncli

oldugu bulunmustur [38].

Fortea ve arkadaslari (2009) peroksidaz enzimini Triton X-114 kullanilarak bir masa
tiziimiinden 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 igin
Kn ve Vp degerleri ABTS igin sirastyla 0,79 mM ve 1,20 mM / dk olarak
bulunmustur. Hidrojen peroksit i¢in 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 kayib1 % 90’dan biiyiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica POD enziminin
aktivasyon enerjisi 271,9 kJ / mol olarak bulunmustur [39].
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Saraiva ve arkadaslar1 (2007) zeytinden elde ettikleri peroksidaz enzimini
elektroforetik homojenlik i¢in saflastirmistir. Peroksidaz enziminin optimum pH ve
sicakligi sirasiyla 7,0 - 34,7 °C olarak bulunmustur. Hidrojen peroksit ve fenol i¢in
Kn degerleri sirasiyla 41,0 ve 0,53 mM olarak bulunmustur. POD enziminin
aciklanmasi icin entalpi ve 1s1 kapasitesindeki aktivite ve sicaklik profilinden
cikarilan denatiirasyon sicakligi ve degisiklikleri sirasiyla 36,5 °C, 411,2 ve 13,6 kJ
mol™ K™! olarak hesaplanmistir. POD enzimi tarafindan yiikseltgenen fenol igin

aktivasyon enerjisi 99,1 kJ mol™ olarak bulunmustur [40].

Rudrappa ve arkadaglar1 (2007) pancarin genetik olarak degistirilmis kok kiiltiirleri
ile tiretilmis hiicre i¢i peroksidazin1 (POD), 15 kez aktivite artis1 ile sonuglanan iyon
degisim kromatografisi ve amonyum siilfat ayrimsal damitmasinin birlesimi
kullanilarak saflastirmistir. Peroksidaz enzimin pH 5,0’te en yiiksek aktivite ve
kararlilik gosterdigi belirtilmis olup 70 °C’de 20 dk siiresince aktiviteyi % 70’in
istiinde tuttugu goriilmiistiir. Saflastirilmis enzim, substrat olarak en yiiksek tercih
olarak hidrojen peroksiti gostermistir. Hidrojen peroksitin Ky, degeri 0,1 olarak
bulunmustur. H* donérleri arasinda enzim, o-dianisidin - ABTS - guaiakol sirasina
gore bir affinite gosterdigi bulunmustur. Saflastirilmig POD enziminin aktif boyama
ve sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi ile molekiil agirligi 45 kDa

olarak bulunmustur [41].

Serrano martinez ve arkadaslar1 (2008) kirmizi tatli biberden elde ettikleri peroksidaz
(POD) enzimini, % 30 ve % 80 arasinda amonyum siilfat fraksiyonu ve Triton X-114
ile ayrilan fazin bir kombinasyonunu kullanarak kismen saflagtirmigtir. H-donori
olarak ABTS kullanilarak optimum aktivite pH 4,5 olarak elde edilmis ve goriinen
Vm ve Ky, parametreleri hem ABTS hem de H,0; igin sirasiyla 0,495 ve 1,32 mM
olarak bulunmustur. Bir kag¢ indirgeyici etkenin etkisi ¢alisilmis ve askorbik asit en
aktif etken olarak belirlenmistir. Termal inaktivasyon ¢alismasi inaktivasyon kinetigi
icin bir ilki gostermis ve Arrhenius ¢izimi 151 kJ / mol degerinde bir inaktivasyon
enerjisine esdeger bir egim ile diiz bir ¢izgi vermistir. Kaydadeger inaktivasyon,

40 °C’den biiyiik sicakliklarda meydana geldigi goriilmiistiir [42].
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Mliki ve arkadasi (1992) Streptomyces cyaneus’den elde ettikleri bir hiicre ici
peroksidazini homojenlik i¢in saflagtirmistir. POD enzimi o-dianisidine karst bir
aktivite gosterdigi belirtilmis olup substratin K, degeri 17,8 mM olarak bulunmustur.
Peroksidaz enziminin optimum pH degeri ise 5,0 olarak bulunmustur. Peroksidaz
enzim spektrumu sodyum ditiyonit ile indigemeden sonra yok olmus 405 nm’de bir
soret bant gostermistir. Bu gostermistir Ki enzim bir hemoproteindir. Enzim aktivitesi
tizerinde ¢esitli inhibitorlerin test edilen etkileri géstermistir Ki bu enzim peroksidaz

aktivitesine sahip bir bifonksiyonel enzimdir [43].

Ikehata ve arkadaslart (2005) Coprinus cinereus UAMH 4103 ve Coprinus sp.
UAMH 10067’den mantarimsi peroksidazlar1 saflastirmis ve karakterize etmistirler.
Saflastiritlan  Coprinus peroksidazlarimin molekiil agirliklar1 36 kDa olarak
bulunmustur. Bu iki Coprinus peroksidazinin katalitik 6zellikleri hem ham hem de
saflastirilmis formlarinda hemen hemen 6zdes olmasina ragmen kararliliklarinin ¢ok
farkli oldugu bulunmustur. Coprinus sp. UAMH 10067°dan elde edilen peroksidaz
C. cinereus UAMH 4103’den elde edilenden temel sartlar altinda 50 °C’de daha
kararl1 olarak bulunmustur. ilk enzim, sulu fenol islemlerinde pH 9,0’da ikincisinden
daha iyi bir sekilde uygulanmistir. Coprinus peroksidazinin fenol giderme verimliligi
evvelce calisilmig bitki peroksidazlariyla karsilastirilmistir. Coprinus sp. UAMH
10067°dan elde edilen peroksidazin daha genis calisilan pH aralifi, daha yiiksek
termal ve alkalin kararlilig1 endiistriyel atik su uygulamalari i¢in avantajli olabilecegi

belirtilmistir [44].

Marqueza ve arkadaslar1 (2008) bir hiicre duvari peroksidazini, ultra filitrasyon ve
Sephacryl S-200 {izerindeki jel filitrasyon kromatografisi ile olgun vanilya
tanelerinin  bir polivinilpoliprolidin  ekstraktindan saflagtirmistir.  Native jel
filitrasyonu yaklasik olarak 186 kDa olan tetramer enzim formu dogrulandiginda
SDS-PAGE ile molekiil agirhigr 46,5 kDa olarak belirlenmistir. Guaiakol substrati
kullanilarak belirlenen K, optimum pH ve sicaklik degerleri sirastyla 3,8 mmol / L,
3,8 ve 16 °C olarak bulunmustur. POD enzimi sodyum azid, B-merkaptoetanol ve
1,4-ditiyotreitol ile inhibe edildigi bulunmustur. POD enzimi, 1 mmol / L NaEDTA,
sodyum dodesil siilfat ve askorbik asit varliginda azalan bir aktivite gosterdigi

bulunmustur [45].
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Manu ve arkadasi (2009) peroksidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, katyon
degisimi, anyon degisimi ve jel filitrasyon kromatografisi yoluyla bugday &giitme
endiistrisinin Urettigi bugday kepeginden saflastirmistir. Glikoprotein olan bu
enzimin molekiil agirligi 44 kDa, optimum pH’1 4,8 ve karbonhidrat icerigi % 13.8
olarak bulunmustur. Saflagtirma siiresince kalsiyumun katilimi enzim verimini ve
spesifik aktiviteyi arttirdig1 gézlenmistir. 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 igin

esas oldugu belirtilmistir [46].

Johri ve arkadaglar1 (2005) siif III peroksidazlarinin (EC 1.11.1.7) dort tipini
Withania somnifera (AGB 002) koklerinde saptamistir. Bunlardan biri digerlerine
gore kiyaslandiginda bozunmama sartlar1 altinda poliakrilamit jeller lizerinde yavas
bir hareketlilik gostermistir. WS1, WS2, WS3 ve WS4 olarak belirlenen dort
peroksidazin hepsi iyon degisimi, affinite ve hidrofobik kolonlar kullanilarak FPLC
yoluyla hiicre serbest Oziitlinden saflagtirllmistir. Peroksidazlarin safligi spektral
analiz ve SDS-PAGE yoluyla tespit edilmistir. Saflastirilmis peroksidazlar 34 ve
48 kDa arasindaki molekiil agirliklartyla monomer glikoproteinler oldugu
bulunmustur. Peroksidazlarin hepsi pH 3,0 - 9,0 alani arasinda kararli, sonderece
sicakliga dayanikli ve pH 5,0’de sabit olarak aktif oldugu bulunmustur. EK olarak
biitiin peroksidazlar genellikle guaiakol, ABTS ve o-dianisidin gibi fenolik

substratlar yiikseltgeyebildigi belirtilmistir [47].



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler dogal olarak yalnizca canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda olan
biyolojik katalizorlerdir. Hiicre igerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini
ve Ozgilliigiinii diizenlerler. Cok defa hiicre disinda da etkinliklerini korurlar.
Solunumun, biiylimenin, kas kasilmasinin, sinirdeki iletimin, fotosentezin, azot
baglanmasinin, deaminasiyonun, sindirim gibi bir¢ok sistemlerin temelini
olustururlar. Canli hiicrelerde tepkimeler kural olarak 0 - 50 °C; g¢ogunlukla da
20 — 42 °C arasinda meydana gelir. Bu sicaklikta tepkimelerin olugsmasi biyokatalizér
denen enzim ya da fermentlerle olur. Bu, aktivasyon enerjisinin diisiiriilmesi ile olur.
Baglangicta "Enzim" terimi, sindirim kanalinda oldugu gibi bir ¢ozelti ya da sivi
igerisinde etki ettigi durumlara (Kiihn 1878) karsin hiicreye bagli oldugu durumlarda
"Ferment = Maya" terimi kullanilmigtir. Buchner (1897), fermentlerin de hiicre
disinda etki ettigini bulunca iki terim arasindaki farklilik ortadan kalkmis oldu. Her
iki terim arasinda bugiin herhangi bir fark olmamakla beraber, bakteri, mantar ve
diger hiicreli enzimatik islevler, mayalanma ve etki maddeleri de ferment olarak

kullanilacaktir [48].

Yalitilan enzimlerin tiimii protein yapisindadir ya da protein kismi bulundururlar.
Enzimler bu esasa gore basit enzimler ve bilesik enzimler olmak iizere ikiye

ayrilirlar.

Basit enzimler sadece proteinden meydana gelen enzimlerdir. Yapisinda sadece
amino asitler bulunan veya proteinik 6zellikleriyle fonksiyon goren enzimlerdir.
Bunlara en iyi o6rnek sindirim enzimleri (pepsin, tripsin, kimotripsin, elestaz gibi
enzimler) ve {lireyi pargalayan iireaz enzimidir. Reaksiyon, direk olarak protein kismi

tarafindan yiiriitiiliir.
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Bilesik enzimler iki kisimdan meydana gelir:

Protein + Vitaminler

Protein + Mineral maddeler veya metal iyonlar:

Bu enzimlerin protein kismina apoenzim, vitamin kismina koenzim veya prostatik
grup denir. Metal iyonlar1 ve mineral maddeler gibi kisimlarina da enzim
aktivatorleri denir. Bilesik enzimler ayri ayr1 gorev yapamazlar. Clinkii enzimin etki
ettigi maddeyi protein kismi belirler. Koenzim reaksiyonu gergeklestirir. Enzimlerin
yapilarina gore smiflamasindan goriildiigi gibi biiyiik bir ¢ogunlugunun ikinci bir
faktore (kofaktor) ihtiyaci vardir. Ikinci bir faktore ihtiyaci olan enzimin iki kismi
vardir; protein olan kisim; apoenzim ve metal veya organik bilesik olan kisim;
kofaktor (ikinci faktor). Bu iki kismin bir araya gelmesiyle aktif enzim de denilen

holoenzim ortaya [49].

Enzimlerin katalitik etkinligi kimyasal katalizorlerinkinden binlerce kat daha ¢oktur.
Birgok enzimlerde katalitik etkinlik sabit olmayip degiskendir. Bu yiizden
metabolizmanin ortam kosullarina uyumlulugu saglanir. Enzimlerin optimum
etkinlikleri ortam kosullarmin (pH, iyon siddeti, sicaklik, basing vs.) dar simirlari
icerisinde olup bu smirlarin disina ¢ikildiginda enzim etkinligi hizla diiser, dahasi
yasam sona erer. Ornegin insan kanmm pH’1 7,3 + 0,2 olup pH 6,0 veya pH 8,0°de

enzim etkinlikleri yiizlerce kat degisir.

Enzimlerden etkilenen yapilara substrat denir. Enzimlerin girdikleri reaksiyonlarda
yan {irlin meydana gelmez, yani substratin tamami iirline donistiiriiliir. Oysa
kimyasal reaksiyonlarda az veya ¢ok her zaman yan iriin meydana gelir. Hiicre
icerisinde milyonda bir gibi disik bir oranda bile yan firiin olussa zamanla
birikeceginden dolay1 toksik etki gosterecektir. Bu toksik etki canlinin biyolojik

yapisina zarar verir.

Enzimler oldukg¢a spesifiktir. Her substrat veya substrat grubunun 6zel bir enzimi s6z
konusudur. Hiicre i¢inde ¢ok sayida reaksiyon meydana geldigi icin buna ¢ok sayida

enzim karsilik gelir. Oysa ¢ok sayida kimyasal reaksiyonun olduk¢a az katalizorii
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vardir. Enzimler substratlara gore binlerce kat daha biiyiik molekiillerdir. Enzimler,
diger proteinler gibi 12.000’den 1.000.000 tizerine kadar degisen molekiiler agirhiga
sahiptirler. Bu husus kimyasal katalizérlerde tamamen tersinedir. Enzimler ok
biiyiik bir molekiiller olmakla birlikte asil reaksiyonu yiirliten yeri oldukea kiiciik bir
bolgedir. Bu bolge, substratin baglanma yerine baglanarak reaksiyon meydana gelir.
Aktif merkez ve baglanma yerinin durumu anahtarin kilide uymasina benzer bir

olaydir [50].

Substratin enzime baglanmasi iki sekilde olur;

- Anahtar kilit modeli

Substratlar enzimlerde aktif bolge denilen 6zel bolgeye baglanir. Ve enzim-substrat

kompleksi olusur. Bu modelde enzimin aktif merkezi substarata birebir benzer.

- Indiiklenmis uyum modeli

Enzim aktif bolgesi substrat baglanmasina uygun ise de, baglanma sirasinda da, hem
enzim konformasyonu, hem de substratin sekli biraz degisiklige ugrayarak aktif

kompleksi olusturur. Bu modele indiiksiyonla olusmus uygunluk (induced fit) modeli
denir [49].

Enzimler, reaksiyonlar milyonlarca kez veya daha fazla (10°-10% kat) hizlandirirlar.
Gergekten biyolojik sistemlerde bazi reaksiyonlar enzimlerin olmamasi: durumunda
sonsuz derecede yavas ilerlemektedirler. Ornegin CO, nin enzim varhginda
taginmas1 (akcigere) enzim olmadigi duruma gore 107 kat daha hizlidir. Biitiin
reaksiyonlar termodinamik yasalar gegerli oldugu gibi biyokimyasal reaksiyonlarda

da termodinamik yasalar gegerlidir [50].

Birim zamanda 1 mol enzim tarafindan iiriine donistiiriilen substratin mol sayisina

turnover sayisi denir. Birimi; Substrat sayis1 / mol enzim-birim zaman (sn, dk).

Kcat = Vmax/ ET (2.1)
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Tablo 2.1. Bazi enzimlerin turnover sayilari

Enzim Turnover sayisi / sn
Katalaz 5.10°
Amilaz 1,9.10°
Laktat Dehidrogenaz 1000

Bazi enzimler tepkimelerde yan {iriin olarak viicutta H,O, meydana getirdiginden ve
bu da viicut i¢in zehirli oldugundan, katalaz enzimi onlar1 siirekli parcalayarak
hiicreleri korur. Katalaz enziminin pargaladigit H,O,'i demir atomu yalniz basina
ancak 300 senede pargalayabilir. Bunun yaninda mol basina aktivasyon enerjisi i¢in
18.000 kalori vermek gerekir. Kolloidal platin bu aktivasyon enerjisini 11.700
kal./mol‘a, katalaz enzimi de 5500 kal./mol'a disiiriir. Bazi enzimler ¢ok 6zgildiir;
yalmz bir substrata etki eder. Ornegin, iireaz yalmz iireye etki ederek onu amonyak
ve CO,'de pargalar. Halbuki bazilari ¢esitli substratlara etki eder; dolayisiyla daha az
ozgiildiirler, 6rnegin peroksidaz basta hidrojen peroksit olmak iizere bir¢ok bilesige

etki eder. Bazi enzimler yalniz bazi baglar i¢in 6zgiildiir [48].

2.1.1. Enzimlere etki eden faktorler

Enzimatik reaksiyonlarin hizin1 degistiren faktorler

- Sicaklik

- pH

- Enzim konsantrasyonu
- Zaman

- Substrat konsantrasyonu
- Uriin konsantrasyonu

- Cesitli iyonlar

- Fiziksel faktorler

- Inhibitor
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2.1.1.1. Sicakhk

Enzimatik reaksiyon hiz1 lizerinde sicakligin dogrudan bir etkisi vardir. Bazi
enzimler 100 °C sicaklia kadar oldukga yiiksek 1s1ya birkag¢ dakika dayanabildikleri
halde enzimlerin ¢ogu 50 — 60 °C gibi sicakliklarda denatiire olurlar. Ancak 1s1ya
maruz kalma siiresi ¢ok Onemlidir; 6rnegin oda sicakliginda birkag saatlik siire
100 °C’de birkag saniyelik siireden daha yikici etki yapar. Bu nedenle canl
dokulardan ekstrakte edilen enzimler, soguk oda, buzdolabi, derin dondurucu gibi
yerlerde saklanirlar. Sicaklik artis1 belirli bir yere kadar aktiviteyi artirir. Daha sonra
aktivitede disiis baslar. Aktivitenin maksimum oldugu sicakliga optimum sicaklik
denir. Enzimlerin en biiylik kismi i¢in optimal sicaklik, ilgili enzimin bulundugu
hiicre ortammin sicakliginda veya onun biraz iizerinde olmak iizere 40 — 60 °C’dir.
Dogal sicak su kaynaklarinda ¢ogalmak tizere adapte olan mikroorganizmalardan
elde edilen enzimler, suyun kaynama noktasina yakin optimal sicaklik gosterirler.

Yiiksek sicakliktaki aktivite kayb1 enzim proteininin denatiirasyonundan dolayidir.

Reaksiyon Hizi

Sicakhik

Sekil 2.1. Optimum sicaklik

2.1.1.2. pH

Enzimatik reaksiyonlarin hizi farkli hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak
degismektedir. Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’a 0 enzimin optimum pH’1

denir. Optimum pH’in her iki yanindaki pH degerlerinde aktivite kaybi soz
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konusudur. Bunun nedenleri, pH degisimine bagh olarak enzimin ya da substratin

tasidig1 yiiklii gruplarin tabiatinin degisimi ve enzim denatiirasyonu’dur.

Reaksiyon Hizi

pH

Sekil 2.2. Optimum pH

2.1.1.3. 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 yiiriir. Substratin ¢ok bol oldugu bir ortamda optimal
sartlarda enzimatik bir reaksiyonun 6lgiilen ilk hiz1 (V,), enzim konsantrasyonu [E]

ile dogru orantilidir.

Reaksiyon Hizi

Enzim Konsantrasyonu

Sekil 2.3. Enzim Konsantrasyonu
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2.1.1.4. Zaman

Enzimatik reaksiyonun hizi zamanla azalir. Bunun nedenleri;

Uriinlerin birleserek aksi yondeki reaksiyonu isletmeleri

Enzimin zamanla inaktive olmasi

Reaksiyonu 6nleyen maddelerin olusumu

Substratin tiikenmesi olabilir.

Diger taraftan enzimatik bir reaksiyonda yer alan bilesenlerin miktarlari, zamanla

degisebilir.

2.1.1.5. Substrat konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik
tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla baslangicta dogrusal bir
artis gosterir; fakat substrat ilave edildik¢e hiz giderek daha az artar ve belirli bir

Vmax diizeyinde sabit kalir.

Lineer, E yoniinde 1.derece,
S yoniinden 0. derece

VoA
Vmax
3
E yoniinden 1. Derece
S yoniinden ise 0 veya 1. derece
Vmax/ 2 ~ k1 ks
E+S ES EP E+P
kz k4

1 >- Lineer, E ve S yoniinden 1. derece

»
»

Ko [SUBSTRAT]

Sekil 2.4. Substrat konsantrasyonu
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2.1.1.6. Uriin konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonlar doniisiimlii oldugu i¢in zamanla f{iriinlerin birleserek

reaktantlara doniisiimii s6z konusu olacaktir. Bu da baslangi¢ hizin1 degistirecektir.
2.1.1.7. Cesitli iyonlar

Ozellikle kofaktor gerektiren enzimler iizerinde metal iyonunun varlig1 veya yoklugu
ve konsantrasyonu oldukga etkili bir faktordiir. Ayrica asirt agir metal iyonu varlig
enzim yapisini bozucu bir faktordiir.

2.1.1.8. Fiziksel faktorler

Fiziksel faktorlerin basinda 151k ve radyasyon gelmektedir. Isigin enzimler tizerindeki
etkisi degisiklik gosterir. Ornegin kirmizi ve mavi 11k tiikiiriik amilazinm aktivitesini
artirirken UV 1sinlar1 azaltmaktadir.

2.1.1.9. nhibitér

Inhibitérler, enzimatik tepkimelerin hizin1 azaltan maddelerdir. Inhibitorler,
substratin enzimin aktif merkezine baglanip, enzim-substrat kompleksinin
olusumunu oOnlerler [49].

2.1.2. Enzim Kkinetigi

Enzim, substrati liriine doniistiirtirken 6nce onunla bir ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’’

olusturur, daha sonra da bu kompleks iirlin ve enzime doniisiir.

Enzim kinetigi mekanizmasi su sekilde gosterilir.

kq ks
Enzim + Subtrat ———>» ES —— Uriin + Enzim
‘_

ka
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Burada ES kompleksi, E ve S’dan kj hizi ile olusur. ES’nin ayrismasi ise k, hizindaki
geri reaksiyonla ve ks hizi ile iiriin ve enzime ayrigmasi ile olur. Reaksiyon kararl
duruma ulasinca ‘‘Kararli Durum Ilkesine’’gére ES’nin olusmasi ayrismasina esit

olur, yani derisimi degismez.

Enzim reaksiyonlar iizerinde ilk genis kinetik calismalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore baslangi¢ enzim
derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derigsimine baglilig1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 2.5.). Bunun ¢6ziimii esitlik
2.2’deki Michaelis-Menten bagntist ile de bulunur.

V= Vimax

Vinax! 2

v

Km [S]

Sekil 2.5. Michaelis- Menten grafigi

Michaelis-Menten Bagintisi su sekilde tanimlanir.

Vi [S]
K+ [S]

V= (2.2)

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

belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.
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Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bolgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagindan ([S] << Kg,) grafik dogrusaldir. Ikinci bolgede
oldukca biiylik substrat konsantrasyonlarinda herhangi bir ihmal yapilamaz,
reaksiyon karisik dereceden yiiriir. Uciincii bélgede [S] >> Ky’dir. V = Ve 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 amagla eksen olgekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru

denklemine donistiiriilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilanmi esitlik 2.3’deki

Lineweaver-Burk denklemidir.

1 Km 1 1

= + (2.3)
V Vmax [S] Vmax

Bu denkleme gore ordinatta 1 / Viax, apsiste 1/ [S] degerleri olmak iizere bir dogru
elde edilir. Bu dogrunun egimi ise K/ Vimax dir (Sekil 2.6.) [51].

1/V

<+— 1/Vy

-1/ K 1/[S]

Sekil 2.6. Lineweaver-Burk grafigi
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2.1.3. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzimatik bir tepkimenin hizinin inhibitér adi verilen bazi
maddeler tarafindan azaltilmasi veya tamamen durdurulmasidir. Bazi1 hastaliklarin
nedeni, bir enzimin islevini yerine getirmemesi olabilir; herhangi bir etken bir enzimi
inhibe ederek enzimin katalize ettigi kimyasal olay1 bozabilir veya bir farmakolojik
ajan, bir hastalig1 enzim inhibisyonu iizerinden tedavi edebilir. Baz1 ilaglar ve bir
kisim kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkilerine engel olurlar ki enzimlerin
etkilerini 6nleyen maddelere enzim inhibitorleri denir. Enzim inhibitérleri ile enzim

inhibisyonu reversible (tersinir) veya irreversible (tersinmez) olabilir [55].

Eger inhibisyon geri doniisiimlii ise inhibitér enzime nonkovalent olarak baglanmistir
ve enzim inhibitor kompleksi seyreltilirse inhibisyon geri doner. Eger seyreltmeye
ragmen olusan inhibisyon geri donmiiyorsa o zaman geri doniigiimsiiz (irreversible)

inhibisyondan bahsedilir [52].

Geri doniistimlii inhibisyon tiirii vardir. Bunlar;

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

- Yar1 yarismali inhibisyon (unkompetitif)

2.1.3.1. Yarismal inhibisyon (kompetitif)

Yarigmali enzim inhibisyonudur; reversibl enzim inhibisyonunun yaygin bir tipidir.
Kompetitif enzim inhibisyonunda, bir kompetitif inhibitor, enzimin aktif yeri i¢in
substrat ile yarsir. Enzimin aktif yerine inhibitér baglaninca reaksiyon
gerceklesmez; inhibitor aktif yeri isgal ederken substratin enzime baglanmasini
onler. Kompetitif enzim inhibisyonunda inhibitdr madde, enzimin substratina olan

ilgisini azaltir; K degeri biiylir. Kompetitif inhibitdr, siklikla yapisal olarak substrata

benzeyen ve substrat gibi, enzime reversibl baglanma 6zelligi gosteren bir bilesiktir;

EI kompleksi olusturmak iizere enzim ile reversibl olarak birlesir:
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E+S ¥ ES — E+P

Ki

El

Sekil 2.7. Kompetitif enzim inhibisyonu

Kompetitif enzim inhibisyonunda inhibitér enzime reversibl olarak baglandigindan
yarigsma, basit olarak daha fazla substrat ekleyerek substrat Iehine gevrilebilir. Yeterli
substrat varsa bir kompetitif inhibitoriin enzime baglanma olasilifi ¢ok azdir. Bu

durumda reaksiyon az ¢ok normal bir V __  degeri gosterir; fakat kompetitif

inhibitériin  varhiginda, yar1 maksimal hizin gozlendigi noktadaki substrat

konsantrasyonu olan K _degeri artar. K degeri iizerine belirgin etki ve V__ degeri
m m max

iizerine etkinin az veya yok olusu, kompetitif enzim inhibisyonunun karakteristigidir.

inhibitérli

1/V

1/ Vmax

\

inhibitorsiiz
Egim = Km / Vmax (1+ [I]/Ki1) ors

1/1[S]

Sekil 2.8. Kompetitif enzim inhibisyonu igin Lineweaver-Burk grafigi
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Kompetitif inhibitér, Lineweaver-Burk grafiginin egimini artirir. Kompetitif
inhibisyon, metanol i¢cen hastalar1 tedavi etmek igin yararli olarak kullanilir. Metanol,
alkol dehidrojenaz enziminin etkisi vasitasiyla formaldehite doniistiiriiliir; olusan
formaldehit, birgok dokuyu harap eder ki gozler 6zellikle duyarli oldugundan siklikla
korliige neden olur. Etanol, alkol dehidrojenaz igin bir substrat olarak metanol ile
etkili bir sekilde yarisir. Metanol ile zehirlenmede tedavi, etanoliin hastaya
intravendz infiizyonudur. Intravendz verilen etanol, formaldehit olusumunu yeterince

yavaslatarak fazla metanoliin zararsiz bir sekilde idrarla atilimini saglar.

2.1.3.2. Yarismasiz inhibisyon (nonkompetitif)

Yarigmali olmayan enzim inhibisyonudur. Nonkompetitif enzim inhibisyonunda,
nonkompetitif inhibitor, enzim iizerinde substratin baglandig1 aktif yerden ayri bir
yere reversibl olarak baglanir; enzime nonkompetitif inhibitoriin baglanmasi substrat
baglanmasin1 bloke etmez, substrat baglanmasi da nonkompetitif inhibitoriin
baglanmasin1 bloke etmez. Nonkompetitif inhibitdr, kimyasal yapi yoOniinden
substrata benzemez; serbest enzime veya ES kompleksi olustuktan sonra enzimin
substratin bagli oldugu aktif yerden baska bir yerine reversibl baglanarak enzimi

inaktive eder:

E + S&—— ES —>» E + P

+ +

El + S &—— ESI

Sekil 2.9. Nonkompetitif enzim inhibisyonu

ESI kompleksi iirtin vermek iizere ES kompleksinden daha yavas pargalandig: igin

tepkimenin hiz1 yavaslamaktadir. Bu tir inhibisyon ile, tepkimenin V __  degeri
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azaldigi halde K_ degeri degismez. Nonkompetitif inhibitor, aktif enzimin
konsantrasyonunu ve dolayisiyla V| degerini belirgin olarak azaltir; yar1 maksimal
hizin gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonu olan K degeri tizerine etkisi

siklikla ¢ok azdir veya yoktur:

1/V
inhibitorlii
1/ Vi (1+[1/K)
AN
"1/ K inhibitorsiiz
\
0 1/1[9]

Sekil 2.10. Nonkompetitif enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi

2.1.3.3. Yar1 yarismah inhibisyon (ankompetitif)

Bir enzime bir ankompetitif inhibitériin baglanmasi sonucu meydana gelen enzim
inhibisyonudur. Ankompetitif inhibitor, nonkompetitif inhibitdr gibi, enzim iizerinde
substratin baglandig1 aktif yerden ayri1 bir yere reversibl olarak baglanir; fakat
nonkompetitif inhibitdr serbest enzime veya ES kompleksine baglanabildigi halde
ankompetitif inhibitdr, yalnizca ES kompleksi olustuktan sonra enzimin substratin
bagli oldugu aktif yerden baska bir yerine reversibl baglanarak enzimi inaktive eder.

Ankompetitif inhibitdér, ES konsantrasyonunu azaltir. Ankompetitif inhibisyon

sonucu hem V __ hem K_ degeri deSismektedir; V _ degeri azalirken K degeri

kiigiiliir.
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E + S «——— ES —» E + P

ESI

Sekil 2.11. Ankompetitif enzim inhibisyonu

1/V

inhibitorli

1/ Vi (1 +[11/K))

(1+[1/K)/ Ky

\

inhibitOrsiiz

-1/ Kp 0 1/[S]
Sekil 2.12. Ankompetitif enzim inhibisyonu igin Lineweaver-Burk grafigi

2.1.4. Enzimlerin adlandirilmalar: ve simiflandirilmalari

Bir¢ok enzim, substratlarinin adina veya aktivitelerini tanimlayan bir kelime veya
sdzciik grubuna “az” soneki ekleyerek adlandirilir. Ureaz, amilaz, arjinaz, proteaz ve
lipaz, substrati tanimlayan; DNA polimeraz, laktat dehidrojenaz ve adenilat siklaz,
tepkimeyi tanimlayan adlandirmalardir. Ureaz, iirenin hidrolizini katalize eden; DNA

polimeraz ise DNA’nin sentezini katalize eden enzimdir. Pepsin, tripsin, amigdalin,
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pityalin, zimaz gibi, substratlarin1 veya aktivitelerini tanimlamayan, genel bir tanima
uymayan enzim isimleri de kullanilmigtir. Karisik isimlendirmelerin sonucu olarak
bazen ayni enzim i¢in iki veya daha fazla ad kullanilmistir; bazen de iki farkli enzim
icin ayn1 ad kullanilmistir. Boyle belirsiz anlamliliklar ve yeni olarak kesfedilen
enzimlerin siirekli artan sayist nedeniyle, uluslararast anlagmalar vasitasiyla,
enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi igin bir sistem benimsenmistir.
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan 6nerilen
ve benimsenen sistematik adlandirmada enzimler, alti biliyiik sinifa ayrilirlar, her

siifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflart vardir:

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme-indirgenme (elektron transferi) reaksiyonlarini

katalize ederler.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine transferini katalize

ederler.

3. Hidrolazlar: Su katilmasi suretiyle baglarin pargalandigi hidroliz reaksiyonlarini

katalize ederler.

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

5. [zomerazlar: Bir molekiil igindeki geometrik ve yapisal degisikleri (izomerik sekil

olusumu reaksiyonlari) katalize ederler.

6. Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfatlarin hidrolizi ile birlikte yiiriiyen karbon ve O, S,

N arasi bag olusumunu katalizlerler [55].

2.2. Peroksidaz Enzimi

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

bir yayilimda bulunurlar ve dkaryot ve prokaryot hiicrelerde ifade edilirler.
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Bitki peroksidaz iist familyas1 ti¢ sinifa ayrilabilir:
1.sinif peroksidazlar prokaryot kaynaginin hiicre i¢i peroksidazlaridir,
2.smif peroksidazlar mantarimsi peroksidazlardan meydana gelir ve

3.smif peroksidazlar ise daha yiiksek bitki peroksidazlaridir [56].

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

saflastirilmaktadir [57].

Belirlenen ilk 3.sinif peroksidaz yapist yerfistigt peroksidazidir. Bayirturpu
peroksidazi (HRP)’nin kristal yapis1 1997 de kaydedilmistir. Arpa tane peroksidazi
ve soya peroksidazi sirastyla 1998 ve 2001 de kaydedilmistir.

Cogu yiksek bitkiler birkag peroksidaz (Prx) izozimlerine sahiptirler. Bunlar
genellikle ¢ alt grupta smiflandirihirlar:  izoelektrik noktalar1 {izerinde

temellendirilen anyonik, notral ve katyonik peroksidazlardir [56]

Bitkilerde bulunan peroksidaz (EC1.11.1.7) enzimi bir demir igeren enzim olup
prostetik grup olarak ferriprotoporfirin 1l igerir. Bu enzim membran bagiml
formlarinda (mPOD) ya da ¢6ziiniir halde bulunmaktadir. Kirmiziturptan elde edilen
iki mPOD izoenziminin molekiiler agirligi 44 ve 45 kDa olup ¢ilekten elde
edilenlerin molekiiler agirhigr ise 58,1 ve 65,5 kDa olarak bulunmustur. Bitki
peroksidazlar1 peroksit i¢in belirli ihtiyaglara sahip olup bunlar peroksit ¢opgiileri
olarak disiintilebilir. Peroksidin varhiginda bitki dokularindan izole edilen
peroksidazlar, guiakol, pirogallol, klorojenik asit, katekin ve katekol gibi fenolik

bilesiklerin genis bir alanin1 oksitleyebilir [35].

HRP, hidrojen peroksit ile substratlarin genis bir ¢esitliliginin oksidasyonunu
katalize eder. HRP izozim C (HRPC), 308 amino asit arti§i, molekiil basina 2
kalsiyum iyonu ve bir demirli heme prostetik grup igermesiyle molekiil agirlig:
34,520 Da olmaktadir [58]. Yiiksek bitki peroksidazinin en ¢ok caligilan Ornegi
bayirturpu peroksidazidir (HRP). HRP ytikseltgen madde olarak peroksiti kullanarak
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fenolik bilesiklerin oksidatif eslesmesini katalize eder. Reaksiyon ii¢ basamakli
cevrimsel bir reaksiyondur. Bu reaksiyonda enzim ilk olarak peroksit tarafindan
oksitlenir sonra indirgeyici substratlar (tipik olarak bir kiigiik fenol tiirevi) tarafindan
elektron transferi adimlarinda indirgenir. Oksitlenmis fenolik radikaller, radikalin
kimyasal karakterine, ¢cevreye ve kullanilan peroksidaz izozimine bagli olarak son
iiriin ile polimerlestirilir. Dogal HRP’ nin optik spektrumu bilesik I ve bilesik II’yi

enzimatik reaksiyon halkasinda ii¢ adimda karakterize eder.

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

siniflandirilabilir. Bunlar;

- Mantar, bitki ve bakteri peroksidazlari

- Hayvan peroksidazlaridir [56].

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7) oksidant olarak organik hidroperoksitleri ya da hidrojen
peroksitleri kullanirlar [59]. Peroksidazlar, hidrojen peroksiti kullanarak ¢ogu
organik ve inorganik substratlarin bir elektron oksidasyonunu katalize etmesi heme
protein enzimlere baglidir. Peroksidazlar hiicre duvari bilesenleri formlarina iyonik
ya da kovalent olarak bagli olup bitki hiicreleri icinde mevcuttur. Bu enzimler, hiicre
duvar-bagi peroksidazi ile hiicre uzamasi, odunlastirma prosesi ve bitki savunma
mekanizmalar1 gibi ¢esitli proseslerde bulunan yiiksek bitkilerde yaygindir [30]. Bu
enzimler hiicre i¢i bosluklarda, hiicre i¢i cisimciginde, plazmada ve hiicre duvarinin
icinde ve disinda bulunabilir. Bu enzimler bitki hiicre bolmelerinde birkag
izoenzimin varli1 yoluyla belirtilmis ¢esitli fonksiyonlara sahiptirler. Peroksidazlar
bitki hormon diizenlemesinde, savunma mekanizmasinda, hiicre uzamasinin
kontroliinde, uzamanin polimerizasyonunda, hiicre duvari polisakkaritlerinin ¢apraz

baglantisinda ve lignin biyosentezlerinde bulunmaktadir [31].



Heme tipi

33

Heme demir koordinasyonu

OH

P

s
e %

',
Fle-

I~
<

Fle
77

vl

Beslikoordinat / altili koordinat

_-OH

Ho

Altili koordinat

Heme b

@]

n

£,L7

Altil1 koordinat

Sekil 2.13. Heme b grubu

Peroksidaz bir oksidorediiktaz olup H,0O,

Eksensel Uygun demir
demir oksidasyonu
ligandi ve spin

(s) durumlari
NEyi ;
" kel (s=2);

H,0, OH "

Fe'' (5=5/2)
NE,; :
N Fe'' (5=0);
H:0, n
Fe'' (5=1/2)
H202,0,
NEi ;
N Fe' (S=1)
0 (0)

ile ¢esitli elektron dondrlerinin

oksidasyonunu katalize eder ve protestik grup olarak ‘b’-tip heme tasir [37].
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Sekil 2.14. Peroksidaz enziminin reaksiyon mekanizmasi

Bu mekanizmada enzim, Fe' iceren bir porfirin katyon radikali olan bilesik Ii
olusturmak igin peroksitin bir ekivalenti ile reaksiyon verir. Bu iki elektronlu bir
yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonu olup bu reaksiyondaki hidrojen peroksit
suya indirgenirken enzimde yiikseltgenmektedir. Bir oksitleme ekivalenti ortadaki
oksiferrili (Fe'V=0) vererek demir iizerine yerlesir. Bilesik | sonra bir substrat
radikali vermek igin organik bir substrati yiikseltger. Bilesik I, bilesik II {iriniinii
vererek ikinci bir reaksiyona maruz kalir. Bilesik II normal(dianyonik) bir porfirin
ligand i¢in diizenlenmis oksiferril bir merkez igerir. Sonug olarak bilesik II bir diger

substratla etkileserek dogal haline geri indirgenir [60].
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2.2.1. Peroksidaz enziminin uygulamalari

Kavramsal degerlerin yani sira peroksidazlar bazi pratik uygulamalara sahip oldugu
bilinir. Porfirin ya da metalloporfirin iceren enzimler(heme peroksidazlar igeren)
diger biyomedikal cihazlar ve biyosensorler i¢in yeniden kullanilabilir katalitik
tabakalarin olusumu i¢indeki bu enzimlerin kullanimin1 saglayan optik ve
elektrokimyasal Ozellikleri agiklar. Peroksidazlar pH, DNA, ¢inko, bakir ve diger
metallerin belirlenmesi i¢in floresans sensdrler iginde uygulandi. Bitki peroksidazlar
arasinda ¢ogu calisilan enzimler dogal ya da rekombinan bayirturpu peroksidazlar
(HRP)’dir. Bunlar genis olarak, kirletilmis sularin yeniden ¢6ziimii, organik
bilesiklerin biyotransformasyonu, organik sentezleri ve H,O, algilanmasi i¢in

biyosensorlerin olusumu i¢in kullanilir [30].

Bayirturpu (Armoracia rusticana) peroksidazi (HRP, E.C.1.11.1.7) giiniimiize ait
sistem kontrollerinde ¢ok 6nemli bir enzimdir: bagisikliga ait analizlerin yaklagik

% 80’1, konjuge bir enzim olarak peroksidaz ile enzim-antikor esleniklerini kullanir

[61].

Bayirturpu peroksidazi ¢ogu farkli bagisikliga ait kimyada serumda bulunan antikor
ozelligine sahip proteinler i¢in bir marka gibi genis olarak kullanilir. HRP birkag
farkli metod yoluyla antikorlara konjuge edilebilir. HRP antikorlar i¢in en ¢ok
istenen markadir. Cilinkii o cok kiiciik ve {i¢ populer enzim markalarinin en

kararlisidir (HRP, alkalin fosfat ve 3-galaktozidaz) [54].

Peroksidazlar fenollii recine sentezleri i¢in katalizor olarak, gida prosesi siiresince
sekillenen reaktif oksijen tiirleri icin indikatdr olarak ticari alanlarda kullanilir.
Peroksidazlar bitki kralliginda genis olarak bulunmasina ragmen su an ticari olarak

elde edilebilir peroksidazin biiyiik kaynagi HRPC’dir [62].

Fenolik bilesikler cesitli endiistriyel aktiviteler vasitasiyla tiretilmis organik kirletici
maddelerin baslica siniflarindan biridir. Ornegin 2000 yilinda krezoller, nitrofenoller,
klorofenoller, katekol, 4,4-izopropilidendifenol(bifenol A), 2-fenilfenol ve fenol

iceren fenolik artiklarin 97000 tondan daha ¢ogu Amerika Birlesik Devletlerinde
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diretilmistir. 2000 yilinda {iretilen fenolik artiklarin asagi yukar1 6800 tonu hava
emisyonu, yiizey suyu akintisi, toprak diizenlemesi ve yer alti akintisi yoluyla
cevreye salinmustir. Fenolik bilesiklerin cevresel etkileri ve zehirliligi, aromatik
halka iizerinde degistirilen gruplarin yerlerine, tiplerine ve sayilarna bagl olarak
degisir. Bu kimyasallar insanlarin igerdigi gesitli organizmalar i¢in zehirli oldugu
diistiniilmektedir. Ek olarak, bifenol A ve alkil fenoller gibi bazi fenolik kirletici
maddeler ¢ok kii¢iik konsantrasyonlarda bile aktiviteleri bozarak potansiyel
endokrine hiikmeder. Bazi alkilfenoller ve klorofenoller gibi fenoller yiiksek
derecede tepkisizdir soyleki geleneksel biyolojik prosesler bu bilesenleri etkin olarak
gideremeyebilir. Bu yiizden ¢ok etkili islem proseslerinin gelistirilmesi endiistriyel
atik akintilarindan ve ¢gevreden olusan bu fenolik kirletici maddelerin giderilmesi i¢in
istenmektedir. Yeni islem secenekleri arasinda bayirturpu peroksidazi gibi bir
peroksidazi ve hidrojen peroksiti kullanan bir enzimatik proses yiiksek verimlilik ve
secicilik ile sulu ¢ozeltilerden olusan ¢esitli fenolik Kirletici maddeleri gidermede
cok etkinlik gosterir. Peroksidaz hidrojen peroksitin varliginda cesitli fenolleri ve

anilinlerinin dehidrojenasyonunu katalize eder [44].

Peroksidaz endiistriyel atik sularmin islenmesi igin kullanilabilir. Ornegin 6nemli
kirletici maddeler olan fenoller bayir turpu peroksidazi kullanilarak enzim katalizli
polimerizasyonu yoluyla ortadan kaldirilabilir. Bu yiizden fenoller, fenollerden daha
az toksik olan oligomerler ve polimerlerin tretildigi reaksiyonlara katilan fenol

radikallerini oksitler.

Bunun yaninda peroksidazlar sert reaksiyon sartlarini gidererek sert kimyasallarin bir
kagminin alternatif bir se¢imi olabilir. Yapistiricilar, bilgisayar c¢ipleri, araba
pargalar1 ile konserve kutulari ve davul astarlari gibi ¢ogu tiretim proseslerinde

peroksidazin kullanimi hakkinda bir ¢ok arastirma vardir [63].

POD, yumru kokleri, yapraklar ve meyveler gibi genis kaynaklardan karakterize ve
izole edilebilmektedir. Baz1 yaprak kaynaklarinda bulunan POD arpa, piring, tiitiin
gibi tiirlerden saflastirilmistir. POD enzim bagisiklik analiz kitlerinde ve labaratuar
deneylerinin kilinik teshisi i¢in belirteclerin 6nemli bir bileseni olarak genis bir

sekilde kullanilir. POD genis endiistriyel uygulamalara sahip olan bir enzimdir. POD
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atik sularda olusan toksik fenollerin bozulmasinda, sentetik boyalarin renk
giderilmesinde, organik ¢oziiciilerde fenollerin polimerizasyonunu katalize edebilir
ve simdi POD digerlerine nazaran deterjan formulasyonunun yeni bir alanini

sunmaktadir [37].

POD’nin yiiksek termal kararliligi ve aktivite Ol¢iimiiniin kolayligindan dolayz,
peroksidaz artik aktifligi bitkilerin 1s1 prosesinin 6lg¢iiliip 6lgiilmedigini sikg¢a belirler.
Peroksidazlar ayn1 zamanda ¢esitli polimerleri sentezlemek, organik molekiillerin
stereospesifik biyotransformasyonu ilerletmek ve biyotedavi dolayisiyla serbest

radikallere yol agan gittik¢e artan ¢ekici katalizorler oluyor [40]

Peroksidaz (EC 1.11.1.7) bitki sistemi i¢inde serbest radikallerin (peroksitler)
giderilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi bilinen enzimlerin bir grubunu igerir. Bu
enzim laboratuar deneyleri ve kimyasal sistem kontrollerinde 6nemli bir bilesik
olarak bir ka¢ ticari uygulamalarda dahi kullanilmaktadir. POD’nin daha genis
katalitik aktivitesinden dolayi, kimyasallarin genis bir dagilimi POD kullanilarak
diizeltilebilir ve bu ylizden ¢esitli aromatik bilesiklerin sentezleri, atik sulardan
fenollerin ve gidalarda bulunan peroksitlerin giderilmesi, icecekler ve endiistriyel
atiklar gibi uygulamalar i¢in kullanilabilir. Uzun yillar bayirturpu sadece POD’nin
ticari kaynag1 olmaktadir. Fakat, diger kaynaklar dahi benzer ya da daha iyi substrat
belirlilikleri ile peroksidazlari saglayabilir. Ham kaynaklardan saflastirma ve daha
yliksek tlretim maliyeti cogu endiistriyel uygulamalarda bu ¢ok yonlii enzimin
kullanimini sinirlar. Bu yilizden enzim i¢in bulunmus alternatifler i¢in siirekli olarak

verilen ¢aba, farkli kaynaklarin aragtirmasiyla sonuglanmaktadir [41].

2.3. Deve Dikeni (Silypbum marianum)

Diinya tizerindeki bitkilerin yaklasik 20.000 tiirii tibbi amacla kullanilir. Tiirkiye’de
yetigen 8500 tiirden sadece 500 kadar1 tedavide kullaniliyor.

Deve dikeni (Silybum marianum), bilesikgiller (Asteraceae) familyasindan bazi
dikenli bitkilerin ortak adidir. Deve kengeli, meryemana dikeni, siitlii kengel olarak

da bilinir. Deve dikeni, yol kenarlarinda yetigir. Boyu 30-100 cm arasinda degisir.
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Basciklari, dikenli ve agik yesil renkli yapraklar ile mor renkli kiiciik ¢igeklerden

olusur.

2.3.1. Tarihgesi

Meryemana dikeni tohumlar1 yaklasik olarak 2000 yildir karaciger hastaliklar ile
ilgili olarak kullanilan bir bitkidir ve bu bitki ile ilgili arastirmalar yaklasik 30 yil
once 1958’de basladi. 10 yilin sonunda ise Miinih {iniversitesinden H.Wagner
bagkanligindaki bir arastirma grubu silymarin olarak bilinen bir bilesigi

tohumlarindan ayirmay1 basardilar.

2.3.2. Morfolojik ozellikleri

Bitki 1 — 1,5 m yiiksekliginde govdesi koseli seyrek tiiylii 1 - 2 yillik otsu bir bitkidir.
Cigekleri; bas seklinde olup bir arada toplu goriinlimiindedir. Meyveleri ise 7 mm
kadar uzunlukta esmer renkli u¢ kisimlarinda 15 mm kadar uzunlukta diisiicii ve
beyaz renkli bir tily demeti bulunur. Rozet yapraklar kalsiyum karbonat
birikmesinden dolayr beyaz renklidir. Tohumu ise; koyu renkli oval farkli

ylizeylerden olusmustur ve 6 mm uzunlugundadir.

2.3.3. Kimyasal ozellikleri

Bu bitkinin bilesiminde karacigeri koruyucu etken maddeler ve kendine has diger
maddeler bulunmaktadir. Bunlar; flavonolignandan meydana gelen silymarin,

taxifolin, quarcetrin, albumin, miisilaj, sabit yag ve act maddelerdir.

Meryemana Dikeni ekstreleri % 70 — 80 silymarin i¢cermesinden dolay1 antioksidan
etki gostererek karacigerin serbest radikallerinin zararlarindan korur. Ayn1 zamanda

karaciger hormonlarmin ilaglarin ve kimyasallarin detoksifikasyonundan sorumludur.

Tohumlart; % 25 — 30 sabit yag, nisasta, tanen, silymarinler ki bunlar: silybin,
silydianin ve slychristin icermektedir. Silymarin bilesiklerinin karaciger hiicrelerinde

ribozomal RNA molekiillerini sitimiile ederek protein sentezini arttirdig
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sanilmaktadir. Ayni preparatlar mantar zehirlenmelerinde amonitin ve pholloidin

alkoloidlerinin karacigerde zehir etkisini Onleyici olarak da kullanilmaktadir.

Meryemana Dikeni bitkisinde bu maddeler yaninda, tyramin, flavonid, histamin,

recine, amine, alblimin, agmatin maddeleri de bulunmaktadir.

2.3.4. T1ibbi etkileri

Bu bitki {izerinde yapilan klinik arastirmalar ve deneyler sonucu igerisindeki
kimyasal maddelerin viicudumuzun ikinci biiylik organi olan karaciger hastalik ve
problemlerinde tedavi olarak ve de Kkaracigeri kuvvetlendirici amach

kullanabilinecegini acik¢a ortaya koymustur.

Onceleri sadece Almanya’da daha sonra ise Avrupa’nin birgok iilkesinde arastirmalar
sonucu gorlilmiistiir ki kronik hepatiti yani karaciger iltihab1 dahil, asir1 alkol ve bazi
ilaclarin neden oldugu kolonjit (safra yolu iltihab1) ve sirozda da bu bitkide bulunan

maddelerin oldukga etkili oldugu saptanmuistir.

Karaciger viicudumuzun kimyasal fabrikasi gibi c¢alisarak  sagligimizin
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Yaglarin yakimi ve pargalanmasi igin gerekli
safrayr tretir. Kanimizdaki nikotin, alkol ve karbonmonoksit gibi zehirleri zararsiz
hale getirir. Karaciger ayni zamanda A, D, E ve K vitaminlerin de depolandig: yerdir.
Meryemana Dikeni tiim karaciger fonksiyonlarmi destekler ve yeni karaciger
hiicrelerinin olugsmasinda yardimci olur. Bu bitkinin igerigindeki silibin maddesi ayni
zamanda kuvvetli bir antioksidan olup sigara, alkol ve kirli hava ile alinmis olan
zehirli maddeleri oksidatif zarar sonucu iiretilen serbest radikalleri etkisiz hale

getirir.
Silymarin ayn1 zamanda iyi bir kan temizleyici olup psoniasiz yani; sedef hastalig
icinde faydalidir. Karacigerin temel gorevlerinde olan infilitrasyon (filtre etme)

ozelliginden dolay1 sedef hastaligi ile iligkisi vardir.

Silymarin  karaciger hormonlarinin, ilaglarin  ve kimyasallarinin  siiziiliip
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temizlenmesinden sorumlu glutathione maddesinin oram1 % 35’in {izerine
cikmaktadir. Silymarin karacigere zarar veren leukotrieneler i¢in kuvvetli bir
engelleyici oldugu gibi karacigere kars1 koruyucu etkisi bir¢ok deneysel ve klinik
calismalarla ispatlanmustir. Insanlar {izerinde yapilan ¢alismalarda silymarinin siroz,
kronik hepatit, karacigerin yag infilitrasyonu, hamilelikte safra akimmin kesilmesi,
cholongitis yani; safra kanallari iltihabi ve pericolongitis (safra kanallar1 cevresindeki
doku ve olusumlarinin iltihab1) gibi bir¢cok karaciger hastaligi iizerinde pozitif etkisi

oldugu da gosterilmistir.

Ayrica silymarin maddesi karaciger zehirlenmelerinde 6zellikle amonitha phalloides
ile olan mantar zehirlenmelerinde ¢ok etkilidir. Etken bilesik silymarin karacigerin
hiicre c¢ekirdeginde polimeraz A’nin aktivitesini sitimiile eder ve karaciger
rejenerasyonu (yenileme) kabiliyetini arttirir. Bu bitki drogunun antihepatitoksik
etkisi yaninda kologog etkisi de vardir. Bunlarin yaninda antidepresan (sakinlestirici)

etkiside gortilmektedir [53].



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Materyal ve Maddeler

Bu ¢alismada kaynak bitki olarak kullanilan deve dikeni (Silybum marianum) bitkisi

Sakarya bolgesinden toplanilmis olup POD enziminin izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Calismalarimiz siiresince polivinil pirolidon (PVP), triton-x 100, askorbik asit ve
dipotasyum hidrojen fosfat ile potasyum dihidrojenfosfatin kullanildigi 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 kullamilmistir. 4-metil Kkatekol, katekol, pirogallol, kafeik asit,
o-dianisidin, guaiakol, ABTS, hidrojen peroksit ve o-fenilen diamin substratlari

kinetik ¢alismalarinda 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 karistirict ve santrifiij kullanilmistir.
3.2. Peroksidaz (POD) Enziminin izolasyonu

Dondurucuda depolanmis deve dikeni bitkisinin govde ve ¢icek tablasi
tohumlarindan 8’er gram alinarak ince ince dogranmistir. % 0,5 polivinil pirolidon
(PVP), % 4 triton-x 100 ve 0,001 M askorbik asit igeren 56 ml 0,1 M fosfat tamponu
(pH 7,0) ile hazirlanan ¢ozelti blender da 5 dakika boyunca karigtirilarak

parcalanmistir. Bu karigim ham enzim ekstrati olarak adlandirilmistir.
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3.2.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve diyaliz

Ham enzim ekstrakti hizli bir sekilde siiziildiikten sonra santrifiijjde 5.000 rpm’de
15 dk siiresince santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant, amonyum siilfat
kullanilarak % 60 doygunluga getirilmistir. Coktlirme islemleri sirasinda kullanilacak

kat1 amonyum stilfat miktart su formiille tespit edildi.

g[(NH4)2S04] =1,77 XV x (S2-S1)/3,54 - S2

V = Siipernatant

S1 =1’ in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S2 = 17 in kesri seklinde istenilen amonyum stiilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda ham ekstrakta kat1 (NH4),SO,4 yavas yavas ve
az miktarlarda ilave edilerek katildi. Her ilave sirasinda daha once katilan
(NH4)2SOg’larin ¢oziinmiis olmasina dikkat edildi. Bu islem yarim saatle-bir buguk
saat arasinda siirdii. Kati amonyum stilfat katilmasindan sonra % 60 doygunluga
getirilen siispansiyon hizli bir sekilde ince bir tiilbentten siiziilerek 5.000 rpm’de
15 dk boyunca santrifiij edildi. Her santifiriij isleminden sonra enzim varligina

bradford ¢ozeltisi ile bakilmistir. Tiim bu islemler +4 °C’de gergeklestirilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢d6zeltisi diyaliz torbasina
yerlestirildi. Diyaliz torbasi, i¢inde pH = 7,0 fosfat tamponu bulunan genis bir behere
yerlestirilerek 24 saat siireyle diyaliz edildi. Bu islem sirasinda tampon ¢ozelti en az

3 - 4 defa degistirilmistir.

Diyaliz islemi magnetik karistirici tizerinde +4 °C’de gergeklestirilmistir. Diyaliz
yontemi, iyonik olan ve olmayan, tiim kii¢iik molekiilleri yok etmek veya konsantre
etmek icin basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlari ve

diger kiigiik molekiilleri ortamdan uzaklastirmakta kullanilir.
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz isleminden sonra elde edilen enzim ¢6zeltisi
kismen saflastirilmistir. Kismen saflagtirilmig olan POD enzimi bir sonraki adim olan

jel filtrasyon kromotografisi islemine tabi tutulmustur.

3.2.2. Jel filtrasyon kromotografisi

Proteinlerin molekiil biiyiikliiklerinin farkli olmasi dolayisiyla yapilan bir ayirma
yontemidir. Molekiiller, dolgu maddesi (jel) ve ¢oziicli sistemi arasinda dagilir.
Kolona verilen biiyiikk molekiiller, jel taneciklerinin boyutundan cok biiyiik ise
kolonu once terk eder. Kiiciik molekiiller ise jel tanecikleri igine girerek orada
alikonurlar. Kolonun iizerine siirekli ¢oziicii verilerek jel taneciklerinde bulunan
kiiciik molekiiller elue edilirler. Orta boyuttaki molekiiller ise jel taneciklerine
tamamen girememektedir. Bu nedenle molekiiller kolondan biiyiikliiklerine bagl

olarak elue edilmektedir [64].

1,5 gram Sefadeks G-100, 50 ml 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) 4 giin
bekletilerek jel olusmasi saglanmistir. 1 cm ¢apinda ve 50 cm boyundaki kuru bir

kolonun dibine cam pamugu yerlestirilip lizerine tampon ¢ozelti ilave edilmistir.

Sefadeks G-100 bir huni yardimi ile kolona verildikten sonra musluk agilarak jelin
kolona homojen olarak yerlesmesi saglanmistir. Kolonun iizerinden tampon ¢ozeltisi
gecirilerek akis hiz1 ayarlanmistir. Kolon tampon igerisinde 24 saat bekletilmistir. Bu
islemlerden sonra enzim numunesi 15 ml halinde kolona uygulanir. 1,5 ml’lik
kisimlar halinde epindof tiiplerde toplanmustir. Proteinin varligina bradford ¢ozeltisi
ile bakilmigtir. Epindof tiiplerde toplanan enzim daha sonraki islemlerde kullanilmak

tizere -20 °C’de derin dondurucuda depolanmustir.
3.3. Peroksidaz (POD) Enziminin Karakterizasyonu
Yapmis oldugumuz biitiin ¢alismalar hidrojen peroksit varliginda gergeklestirilmistir.

Bunun sebebi, peroksidaz enziminin hidrojen peroksit substrati varliginda diger bir

substrata kars1 aktivite gostermesidir.
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3.3.1. Substrat spesifikligi

Optimum substrat1 belirleyebilmek amaci ile POD enziminin 9 farkli substrata kars1
aktivitesi belirlenmistir. Bu amagla, 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit,
o-dianisidin, 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, guaiakol, ABTS, hidrojen peroksit ve o-fenilen daimin) tayin edildi.

Bunlarin enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle 60 sn siiresince 420 nm

absorbans artiglari izlenerek gergeklestirilmistir.

pH 3,0 ile 9,5 arasindaki gesitli tampon ¢ozeltiler asagida anlatildigi sekilde

hazirlanilmistir.

pH’lar1 3,0 — 6,0 arasindaki tamponlar1 hazirlamak igin;

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

cozelti B ¢ozeltisidir.

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

pH’larda tamponlar hazirlanmistir.
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Tablo 3.1. 0,1 M sitrik asit tamponun hazirlanmasi

PH A (ml) B (ml)
3,2 45 8
4.0 25 10
47 15 15
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 ¢ozelti
A ¢0zeltisidir. 3 gram trizma-base saf su ile 150 ml’ye tamamalanmistir. Bu ¢6zelti B

¢Ozeltisidir.

A ve B g¢ozeltilerinin asagida belirtilen miktarlarda karistirllmasi ile istenilen

pH’larda tamponlar hazirlanmistir.

Tablo 3.2. 0,1 M tris tamponunun hazirlanmasi

PH A(ml) B(ml)
8,0 30 30
85 6 25
9,0 5 45

3.3.4. Sicakhigin etkisi

POD enziminin optimum sicakligin1 belirlemek i¢in 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80 °C’lerde enzim aktivitesine bakilmustir. Bunu belirlemek icin daha 6nceki gibi
60 sn boyunca 420 nm’de absorbanstaki artisi izlenmistir. Yiiksek sicakliklar i¢in su
banyosu ve disiik sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanilmistir. Bu ¢alismada
substrat olarak 4-metil katekol, ABTS, guaiakol, kafeik asit, o-dianisidin,
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o-fenilen diamin, progallol ve katekol kullanilmistir. Her bir substrat 10 mM

konsantrasyonunda kullanilmstir.

3.3.5. Enzim Kinetigi

Enzimin maksimum hizinin (V) Ve Mizhaelis-Menten sabitinin (Kp,) 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 Ky ve Vmax

degerleri bulunmustur.

3.3.6. inhibitor etkisi

POD enzim aktivitesi iizerine inhibitorlerin etkisini incelemek igin sodyum azide,
tiyotire, askorbik asit, potasyum siyaniir, 2-merkapto etanol, L-glutatyon, L-sistein ve
sodyum siilfit olmak tizere toplam 8 adet inhibitdr kullanilmistir. Her bir inhibit6r
icin Isp degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan Iso degerlerinden faydalanarak yapilmis
olan inhibisyon ¢alismalar1 dogrultusunda ne tiir inhibisyon oldugu belirlenmistir.

Bunun yaninda her inhibisyon tiiriine karsilik K; degerleri hesaplanmustir.

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibit6rlerin yapmis oldugu inhibisyon etkilerini
tespit etmek amaciyla 3 mM’lik sabit substrat konsantrasyonunda bir aktivite tayini
baz alinarak farkli konsantrasyonlarda inhibitor aktiviteleri tayin edildi ve % olarak
hesaplanarak her bir inhibitér icin % Bagil Aktivite - [I] grafikleri c¢izildi.
Bu aktivite tayinleri 4-metil katekol substrati esliginde gergeklestirilmistir. Elde
edilen grafiklerden enzim aktivitesini yartya indiren substrat konsantrasyonu olan Isg
degerleri hesaplandi. K; degerlerini hesaplamak amaciyla da her bir inhibitor igin ilk
asamada inhibitorsiiz olmak tizere farkli konsantrasyonlarda aktivite tayinleri yapildi.
Buna karsilik inhibisyon aktivite tayinleri igin sy degerlerinden faydalanarak
inhibitdr konsantrasyonlar1 belirlendi. Bu inhibitér konsantrasyonlar: sabit tutularak

farkl1 substrat konsantrasyonlarinda aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen veriler
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dogrultusunda 1/V’ye karsilik 1/[S] grafikleri ¢izildi. Bu grafikler yardimiyla
inhibisyon tiirii ve K; degerleri hesaplandi. Hesaplanan K; degerlerinin ortalamalari

aliarak da her bir inhibitor i¢in ortalama K; degerleri hesaplandi.
3.3.7. Metallerin etkisi

POD enziminin ekstrakte edildigi kaynaga bagli olarak agir metaller ile muamele

edildiginde enzim aktivitesinde artis ya da azalma oldugu gozlenmistir.

Agir metallerin etkisini incelenmesi amaciyla sabit substrat ve enzim
konsantrasyonlarinda; Fe+3, Cu+2, Zn+2, Mg+2, Hg+2, Ba+2, Ca+2, Li+1, CO+2, Mn+2,
Pb*?, Sn*?, Na*', K™, Ni*2, Cd*? metal iyon ¢ozeltilerinden 3 mM alinarak enzim

aktivitesindeki etkisi incelenmistir.
3.3.8. Enzim depolanma kararhhg

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

Enzimin -20 °C’de depolanmasindaki kararlilign gérmek amaciyla enzim -20 °C’de
saklanarak 3 - 4 giinde bir 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degeri Ol¢iilerek
kaydedildi. Yine substrat olarak 3 mM 4-metil katekol ve 1 mM H,O; kullanilmistir.

3.3.9. Kolon ¢alismasi

Daha once jel filtrasyon kromotografisi islemi sonrasinda kismen saflagtirilmis olan
POD enzimi 12 epindof tiipde toplanmis olup -20 °C’de derin dondurucuda
depolanmigtir. Bu 12 epindof tiip igerisindeki kismen saflastiritlmis POD enziminin
aktivitesi, 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degeri 6l¢iilerek kaydedilmistir. Bu
calismada substrat olarak 3 mM 4-metil katekol ve 1 mM H,0, kullanilmustir.
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3.3.10. Bradford metodu

Oldukga duyarli olan bu yontem (5 - 100 pug/ml); organik boyalarin, proteinlerin
asidik ve bazik gruplar ile etkileserek, renk olusturmasini esas alir. Mavi rengin
olugmasinda proteinin amino asit bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik amino asitler
ve aromatik amino asitler) 6nemlidir. Yontemde temel alinan olgu, boya normal
sartlarda 465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein ile baglandigi zaman

595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir [64].

3.3.10.1. Bradford yontemi ile protein miktarinin tayini

Bradford yontemi Coomasie brillant blue (parlak mavisi) G-250 boyasinin farklh
konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli
cozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmigtir. Mavi rengin
olusmasinda proteinin aminoasit bilesimi 6dnemlidir. Boyanin 6zellikle arjinin gibi
bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino asitlere baglanma egiliminde oldugu
gosterilmistir. Dolayistyla bu yontemde proteinin primer yapisinin onemi vardir.
Yontemde boyaya baglanmis protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans
verir. Bu deneyde standart protein c¢ozeltileri, sigir serum albumini (BSA)

kullanilarak hazirlanmis ve standart grafikleri ¢izilmistir.

ornegin absorbansi

NUOASe.IJuBSUOY UIIWIQ)

Absorbans

v

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.1. Bradford yonteminin standart grafigi
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Bu amagla bizim ¢alismamizda standart protein grafiginin elde edilmesi i¢in 1 mg/ml
serum albumin miktar1 olacak sekilde 250 ml serum albumin ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Bu c¢ozeltiden 20 pl, 40 ul, 60 pl, 80 ul alinmistir. Hacim 1 ml Bradford ile
tamamlanmigstir. 595 nm’de absorbans Olgiilmiistiir. Standart protein grafigi elde
edilen sonuglara gore ¢izilmistir. Jel filtrasyon ve diyaliz islemleri sonucu elde edilen
kismen saf enzim 595 nm’de absorbansi dlgiilerek standart protein grafigi ile protein

miktar1 tayin edilmistir.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR VE SONUCLAR

4.1. Peroksidaz (POD) Enziminin izolasyonu ve Saflastiriimasi

POD enzimi izolasyonu, boliim 3.2.’de anlatildigi gibi % 0,5 polivinil pirolidon
(PVP), % 4 triton-x 100 ve 0,001 M askorbik asit igeren 56 ml 0,1 M fosfat tamponu
(pH 7.0) kullanilarak yapilmistir. Bitki kaynagi olarak deve dikeninin hem govde
kism1 hem de ¢igek tablasi kismi izole edilmistir. izolasyon asamasinda kullanilan
PVP, deve dikeninde 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
yiikseltgenir. Triton-x 100 ise bitkideki hiicre duvarini pargalamasi amaciyla

izolasyon iglemlerinde kullanilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemi sonrasinda kismen saflagtirilmis olarak
elde edilen enzim, jel filtrasyon kromotografisi metoduyla ¢6zeltideki istenmeyen
molekiiller uzaklastirilmistir. Bu islemlerden sonra epindof tiiplere aktarilan enzim

-20 °C’de derin dondurucuda saklanmustr.
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, hidrojen peroksit ve o-fenilen diamin) tayin edildi.
Enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle 60 sn siiresince 420 nm

absorbans artislar1 izlenerek gerceklestirilmistir.
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Bu ¢aligmada grafiklerden de goriilebilecegi gibi peroksidaz enziminin her substrata
kars1, bitkinin hem govde kismi i¢in hem de ¢igek tablast kismi i¢in optimum pH
degerleri sirastyla 4-metil katekol i¢in 7,2 - 7,2 (fosfat tamponu), ABTS i¢in 4 - 4
(sitrat tamponu), guaiakol i¢in 6,5 - 6,5 (fosfat tamponu), kafeik asit i¢in 5,5 - 5,5
(sitrat tamponu), o-dianisidin i¢in 5,4 - 5,4 (sitrat tamponu), o-fenilen daimin igin
5,5 - 5,5 (sitrat tamponu), progallol i¢in 8,5 - 7,6 (fosfat tamponu) ve katekol i¢in
7,2 - 7,2 (fosfat tamponu) olarak bulundu.

120 ~
100 ~

80 ~

% Baail
Aktivite

40 ~

20 +

Sekil 4.1. Deve dikeninin govde kismi i¢in 4-metil katekol substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.2. Deve dikeninin gicek tablasi kismi igin 4-metil katekol substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.3. Deve dikeninin govde kismi i¢in ABTS substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.4. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismi i¢in ABTS substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.5. Deve dikeninin govde kismi i¢in guaiakol substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.6. Deve dikeninin ¢igek tablas1 kismi igin guaiakol substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.7. Deve dikeninin gévde kismi i¢in kafeik asit substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.8. Deve dikeninin ¢icek tablas1 kismi i¢in kafeik asit substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.9. Deve dikeninin govde kismi i¢in o-dianisidin substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.10. Deve dikeninin gicek tablasi kismi igin o-dianisidin substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.11. Deve dikeninin govde kismi igin o-fenilen diamin substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.12. Deve dikeninin gi¢ek tablasi kismi igin o-fenilen diamin substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.13. Deve dikeninin gévde kismi igin progallol substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.14. Deve dikeninin ¢igek tablas1 kismi i¢in progallol substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.15. Deve dikeninin gévde kismi i¢in katekol substratinin optimum pH grafigi
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Sekil 4.16. Deve dikeninin ¢igek tablas1 kismi i¢in katekol substratinin optimum pH grafigi
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4.2.2. Sicakhgin etkisi

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

konsantrasyonu 10 mM olarak kullanilmustir.

Asagida verilen grafikler incelendiginde enzimin maksimum aktivite gosterdigi
sicakhigin gévde kismi ve gigek tablasi kismi i¢in 30 — 40 °C (optimum sicaklik)
araliklarinda oldugu goriilmektedir. Optimum sicakliktan daha yiiksek sicakliklarda
aktivitede azalma goriilmektedir. Bu da enzimin sicaklikla kismen inaktive oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.17. Deve dikeninin govde kismi igin 4-metil katekol substratimin optimum sicaklik grafigi



120

100

80

% Bagil

60
Aktivite

40

20

60

[an]
=
[an]

Si1caklik (°C)

Sekil 4.18. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismu igin 4-metil katekol substratinin optimum sicaklik

grafigi
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Sekil 4.19. Deve dikeninin govde kismi igin ABTS substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.20. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismi icin ABTS substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.21. Deve dikeninin govde kismu igin guaiakol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.22. Deve dikeninin gigek tablasi kismi i¢in guaiakol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.23. Deve dikeninin govde kismi igin kafeik asit substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.24. Deve dikeninin ¢igek tablas1 kismu i¢in Kafeik asit substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.25. Deve dikeninin govde kismi igin o-dianisidin substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.26. Deve dikeninin gi¢ek tablasi kismi igin o-dianisidin substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.27. Deve dikeninin govde kismi igin o-fenilen diamin substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.28. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismi i¢in o-fenilen diamin substratinin optimum sicaklik
grafigi
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Sekil 4.29. Deve dikeninin govde kismi igin progallol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.30. Deve dikeninin ¢igek tablasi kism1 i¢in progallol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.31. Deve dikeninin govde kismi i¢in katekol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.32. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismi i¢in katekol substratinin optimum sicaklik grafigi

4.2.3. Enzim kinetigi

Kinetik c¢alismalar 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, o-dianisidin,
guaiakol, ABTS, hidrojen peroksit ve o-fenilen diamin substratlar i¢in yapilmistir.
Peroksidaz enzimi hidrojen peroksit varliginda aktivite gdsteren bir enzim olup bu
enzimin Vmax Ve Kp degerleri ile ilgili ¢alismalar hidrojen peroksit ve 8 farkli
substrat varliginda yapilmigtir. Bunun igin 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 dl¢limleri yapilmis olup Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Daha sonra
peroksidaz enzimi ile hidrojen peroksit sabit tutularak 8 farkli substratin farkli
konsantrasyonlarindaki optimum aktivite 6l¢timleri yapilmis olup Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilmistir. Her bir calisma en az {li¢ kez tekrarlanmistir. Bu grafiklerden
elde edilen denklemlerden yararlanilarak her bir substrat i¢in ayr1 ayrt Vmax ve Kp

degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 4.33. Deve dikeninin govde kismindan 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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»
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Sekil 4.34. Deve dikeninin gévde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin 4-metil katekol

substratt konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.35. Deve dikeninin ¢igek tablast kismindan 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 4.36. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin 4-metil katekol

substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.37. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli ABTS substratt konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.38. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin ABTS substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substratt konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.39. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli ABTS substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.40. Deve dikeninin ¢igek tablas1 kismindan elde edilen peroksidaz enziminin ABTS substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.41. Deve dikeninin govde kismindan 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 4.42. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin guaiakol substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substratt konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.43. Deve dikeninin ¢igek tablast kismindan 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 4.44. Deve dikeninin c¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin guaiakol
substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.45. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli kafeik asit substratt konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.46. Deve dikeninin gévde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin kafeik asit substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substratt  konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.47. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismindan 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 4.48. Deve dikeninin ¢igcek tablast kismindan 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 4.49. Deve dikeninin govde kismindan 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 4.50. Deve dikeninin gévde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin o-dianisidin substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati  konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.51. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan 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 4.52. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin o-dianisidin
substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.53. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli o-fenilen diamin substratt konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.54. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin o-fenilen diamin
substrati  konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.55. Deve dikeninin ¢i¢ek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati

konsantrasyonu sabit tutulurken farkli o-fenilen diamin substratt konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.56. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin o-fenilen diamin
substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.57. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli progallol substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.58. Deve dikeninin gévde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin progallol substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substratt  konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.59. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin H,O, substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli progallol substratt konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.60. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin progallol
substrati konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.61. Deve dikeninin govde kismindan 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 4.62. Deve dikeninin gévde kismindan elde edilen peroksidaz enziminin katekol substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli H,O, substrati  konsantrasyonu ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 4.63. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan 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 4.64. Deve dikeninin ¢igek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enziminin katekol substrati
konsantrasyonu sabit tutulurken farkli 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

Substrat Bitki Optimum Km V max Optimum
Kaynag pH (mM) | (EU/mL) | Sicakhik(°C)
4-metil katekol Govde 7,2 2,6358 0,0161 30
Cigek tablasi 7,2 2,9174 | 0,0319 40
ABTS Govde 4 1,9739 0,2347 40
Cicek tablasi 4 1,8848 0,0522 30
Guaiakol Govde 6,5 7,6032 0,0032 40
Cicek tablas1 6,5 17,7442 0,0189 30
Kafeik Asit Govde 55 1,3274 0,0202 30
Cicek tablas1 55 1,6264 0,0315 30
o-dianisidin Govde 54 1,2838 0,0327 30
Cicek tablas1 54 0,9385 0,0486 30
o-fenilen diamin | Govde 55 0,3997 0,0025 30
Cicek tablasi 55 2,2625 0,0167 40
Progallol Govde 8,5 0,6548 0,0037 40
Cicek tablas1 7,6 1,6326 0,0207 40
Katekol Govde 7,2 2,7225 0,0060 40
Cicek tablasi 7,2 2,8063 0,0135 40

4.2.4. inhibitorlerin etkisi

Deve dikeninin gévde ve ¢igek tablasi kismindan ekstrakte edilen POD enzimi
iizerine etki eden toplam 8 farkli inhibitér bolim 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 ¢alismalar sonucunda elde edilen grafiklerden her bir inhibitor icin Isp ve K;
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen grafikler ve hesaplanan degerlerin tablolari

asagida verilmistir.
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Sekil 4.65. Deve dikeninin govde ve cicek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine
sodyum azidin etkisi
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Sekil 4.66. Deve dikeninin govde ve ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine
tiyoiirenin etkisi
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Sekil 4.67. Deve dikeninin govde ve ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi tizerine
askorbik asitin etkisi
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Sekil 4.68. Deve dikeninin govde ve ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine
potasyum siyaniiriin etkisi
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Sekil 4.69. Deve dikeninin govde ve ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine

2-merkapto etanoliin etkisi
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Sekil 4.70. Deve dikeninin govde ve ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine

L-Glutatyonun etkisi
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Sekil 4.71. Deve dikeninin govde ve ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine
L-Sisteinin etkisi
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Sekil 4.72. Deve dikeninin govde ve ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine
sodyum siilfitin etkisi



Tablo 4.2. POD enzimi iizerine etki eden inhibitorlerin Isy degerleri

89

Bitki Kaynag
Inhibitor
Govde Cicek tablasi
Is0(MM) I5o(MmM)

Sodyum azit 0,9524mM 1,2770mM
Tiyoiire 0,3243mM 0,3874mM
Askorbik asit 0,4688mM 0,8570mM
KCN 0,0459mM 0,0700mM
2-Merkapto etanol 0,0440mM 0,0102mM
L-Glutatyon 0,3659mM 0,5793mM
L-Sistein 0,7259mM 0,5851mM
Sodyum siilfit 0,5219mM 0,8949mM

3000 -

2500 3

2000 -

L)
1/V 1500 - ¢ OmM
= 0,9524mM
1000 - . 41.905mM
¢ 3,.8096mM
500 -
I /65/ T T
1 0 1 2 3

1/[S] mM1)

Sekil 4.73. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
sodyum azit inhibitoriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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3000 -
2500 4 .
2000 A+
L
1/V 1500 A + OmM
=] .277mM
4 2. 554mM
1000 A
* 5, 108mM
500 A
[ ]
I G T T T 1
-1 0 1 2 3 4

1/[S] mM)

Sekil 4.74. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
sodyum azit inhibitoriiniin kullanilmas: ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

800 ~
700 ~
600 ~

500 ~

1/V 400 ¢ OmM

= 0,3243mM
4 0,6486mM
500 4 ¢ 1,2972mM

300 ~ 2

100 -+

T L= T T T 1

-1 0] 1 2 3 4
1/[S] mM1)

Sekil 4.75. Deve dikeninin gévde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi {izerine etki eden tiyotire
inhibitértiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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800 -~
700 A
600 ~

500 -+

+ OmM

= 0,3874mM
300 + 40,7748mM
o 1.5496mM

1/Vv 400 -+

200 -+

100 ~

1/[S] mM1)

Sekil 4.76. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
tiyoiire inhibitoriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

250 -
200 A
150
1/V * OmM
100 - = (),223mM
: 2 0.4688mM
50 A
I T G T T 1
2 1 0 1 2 3

1/[S] mM1)

Sekil 4.77. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
askorbik asit inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi



900

800

700

600

500

1/V

400

300

200

100

0 0,5 1 1,5 2 2,5

1/[S] mM)
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* OmM

= (0,2143mM
4 0,4285mM
® 0,857mM

Sekil 4.78. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
askorbik asit inhibitoriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

1/V

250 ~
n
200 -+
150 ~
A
100 ~
. .
50 4
[ 1 T G T T
-2 -1 0] 1 2

1/[S] mM1)

+ OmM
= (),02mM
4 0,044mM

Sekil 4.79. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi {izerine etki eden

2-merkapto etanol inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi



80 A

60 A

50 A

30 A

20 +

D

-0,4 -0,2 0] 0,2 0,4
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+ OmM

= (0,01025mM
4 (0,0125mM
® (0,015mM

Sekil 4.80. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
2-merkapto etanol inhibitoriiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

450 -
400 -
350
300
250
1/V
200

150

100

-1,5 -1 -0,5 0] 0,5 1 1,5 2 2,5

1/[S] mM1)

* OmM

= (0,1829mM
4 0,3659mM
® 0,5mM

Sekil 4.81. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi lizerine etki eden

L-Glutatyon inhibitoriintin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi



250 -
200 -
150
1/V

100 ~

50 ~

Z

T T L= T T T T T

-0,4 -0,2 0] 0,2 0,4 0,6 0,8
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+ OmM
® ().2897mM
4 0.5793mM

Sekil 4.82. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden

L-Glutatyon inhibit6riiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

900 -
800 -
700 -
600 -
500 -

1/V
400 -
300 -

200 -+

100 ~ ]

T 1= T T T

-1 0] 1 2 3
1/[S] mM1)

* OmM

= (0,15mM
4 0,3mM
* 0.45mM

Sekil 4.83. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi {izerine etki eden

L-Sistein inhibit6riiniin kullanilmast ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi



450 ~

1/V

_—

I T L=

-0,4 -0,2 0] 0,2

0,4 0,6 0,8 1
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+ OmM
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4 0,5851ImM

Sekil 4.84. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi ilizerine etki eden
L-Sistein inhibit6riiniin kullanilmas: ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

350

300

250

200

1/V

100

7

0] 2

1/[S] mM)

* OmM

= 0,0459mM
4 0,0919mM
*(,1838mM

Sekil 4.85. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi {izerine etki eden

potasyum siyaniir inhibitoriiniin kullamilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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1000 ~

800 -+

* OmM

= 0,07mM
4 0,14mM
® 0,28mM

1/V

-3 -2 -1 0] 1 2 3
1/[S] mM1)

Sekil 4.86. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
potasyum siyaniir inhibitoriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

250 -
A
200 A
A
150 -
1V * OmM
100 - < " 0.5219mM
4 1.5657mM
50 -
I T G T T T 1
2 1 0 1 2 3 4

1/[S] mM1)

Sekil 4.87. Deve dikeninin govde kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
sodyum siilfit inhibitoriinlin kullanilmas: ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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350 -+
300 A
250 A1
200 -+
150 - a + OmM

= (0, 8949mM
100 ~ s 1.2mM

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5

1/[S] (mM1)

Sekil 4.88. Deve dikeninin ¢icek tablasi kismindan elde edilen peroksidaz enzimi iizerine etki eden
sodyum siilfit inhibitoriiniin kullanilmasi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

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

bir inhibisyona neden olduklar1 Line-weaver Burk grafikleri ile belirlenmistir.



Tablo 4.3. POD enzimi iizerine etki eden inhibitdrlerin inhibisyon tiirleri ve K; degerleri

Bitki Kaynag
Inhibitér

Govde Cicek tablasi

Ki=4,6210 K;=0,8949

Sodyum azit Kompetitif Kompetitif

K;-=0,4188 Ki=1,1152

Tiyoiire Kompetitif Kompetitif

K;=0,3682 Ki=0,5343

Askorbik asit Kompetitif Kompetitif

K;=0,0208 Ki=0,0136

2-Merkapto etanol Kompetitif Kompetitif

Ki-=0,2689 K;-=0,5654

L-Glutatyon Kompetitif Kompetitif

K;=0,1491 Ki=0,2056

L-Sistein Kompetitif Kompetitif

Potasyum siyaniir (KCN) Ki = 0,0944 Ki =0,0212
Ankompetitif Ankompetitif

Sodyum siilfit K;j=2,1973 Ki=2,4019
Nonkompetitif Nonkompetitif
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4.2.5. Metallerin etkisi

Deve dikeninin gévde ve ¢igek tablasi kismindan ekstrakte edilen POD enzimi
iizerine etki eden toplam 16 metal boliim 3.3.7.’de anlatildig1 gibi sabit substrat ve
enzim konsantrasyonlarinda; Fe+3, Cu+2, Zn+2, |\/|g+2, Hg+2, Ba+2, Ca+2, Li+1, CO+2,
Mn*2, Pb*?, Sn*2, Na*!, K™, Ni*?, Cd*? metal iyon ¢ozeltilerinden 3 mM alinarak
enzim aktivitesindeki etkisi incelenmistir. POD enziminin ekstrakte edildigi kaynaga
bagl olarak agir metaller ile muamele edildiginde enzim aktivitesinde artis ya da
azalma oldugu gozlenmistir. incelemeler sonucu aktivite 3 mM konsantrasyondaki

yiizdeleri halinde hesaplanmig ve tablo halinde sunulmustur.

Tablo 4.4. POD enzimi iizerine agir metallerin etkisi

Metaller % Aktivasyon % Inhibisyon
Fe* 14,5 -
Cu* - 30
Zn* 40 -
Mg 4 -
H g+2 6 .
Ba* 18,5 -
Ca*™ 7 -
Li*t 11 -
Co*™ 8 -
Mn*? 9 -
Pb* 6,5 -
sn*? - 99
Na™ 26 -
K™ - 11
Ni*? 3 -
Cd* 8 -
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4.2.6. Enzim depolanma kararhhgi

120 ~
100 ~

80 ~

% Bagil
Aktivite

20 +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

zaman (saat)

Sekil 4.89. Deve dikeninden elde edilen peroksidaz enziminin oda sicakligindaki aktivitesinin
zamanla degigimi
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Aktivite

40 ~

20

—
(%3]
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w
[an]
w
(%]
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Sekil 4.90. Deve dikeninden elde edilen peroksidaz enziminin -20 °C’deki aktivitesinin zamanla
degisimi
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Bolim 3.3.8.’de anlatildig1 gibi enzimin oda sicakliginda ve -20 °C’de depolama
stiresince kararliligin1 incelemek amaci ile 3 mM 4-metil katekol (pH 7,2) substrati
kullanilmis; oda sicakliginda her saat 6lgiim alinirken, -20 °C’de her 3-4 giinde bir

Ol¢lim alinmis ve enzimin % bagil aktivitesi hesaplanmustir.

Oda sicakliginda yapilan depolama kararlili§i ¢alismasi sonucunda, POD enziminin
aktivitesi ilk li¢ saatte % 18, yedinci saatte % 38, onuncu saatte % 80, on tigiincli
saatte % 94 azalarak on besinci saatin sonunda POD enzimi aktivitesini kaybetmistir.
-20°C’de ise POD enziminin aktivitesi ilk bes giinde % 13, on iiciincii giinde % 35,
yirmi ikinci giinde % 62 azalarak otuz ikinci gilinlin sonunda POD enziminin

aktivitesini kaybettigi belirlenmistir.

4.2.7. Kolon ¢calismasi

Boliim 3.3.9°da anlatildig: gibi 12 epindof tiip igerisindeki kismen saflastirilmis POD
enziminin aktivitesi, 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degeri Olgiilerek

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar grafik halinde asagida verilmistir.

0,0021 ~
0,0018 ~
0,0015 ~

0,0012 -
Aktivite

T/ml
@ ) 0,0009 -

0,0006 ~

0,0003 ~

Tiip No

Sekil 4.91. Deve dikeninden elde edilen peroksidaz enzimi igin kolon eliiat aktivite grafigi
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4.2.8. Bradford yontemi ile protein miktarimin tayini

1 - y=0,0201x+ 0,0776
Absorbans ¢ RZ=0,9891

(595nm)

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

[BSA] nl/ml

Sekil 4.92. BSA standart grafigi

Bu standart protein grafiginde elde edilen y = ax + b (y = 0,0201x + 0,0776 )
denkleminden yararlanarak elimizde bulunan protein miktar1 hesaplandi. Bunun i¢in
deve dikeninden elde edilen enzim homojenatlar1 bradford ¢ozeltisiyle muamele
edildikten sonra 595 nm’de gézlenen absorbans degerleri denklemde yerine konuldu

ve deve dikeni peroksidazi i¢in 14,2985 pl/ml protein oldugu tespit edilmistir.



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu ¢alismada deve dikeni (Silybum marianum) bitkisinin hem gévde kismmdan hem
de c¢icek tablasi kismindan izole edilen peroksidaz (POD) enzimi incelenmistir.
Biitiin enzim aktivite tayinleri H,O, substrat1 varliginda 60 sn siiresince 420 nm’de
absorbans artiglar izlenerek gerceklestirilmistir. Peroksidaz (POD) enziminin H,O,
substratt varhiginda aktivite tayinlerinin belirlenmesindeki temel prensib H,O,’in
suya indirgenmesi sonucu enzimin yiikseltgenmesidir. Yiikseltgenen peroksidaz
enzimi de ortamdaki substrati yiikseltgeyerek ortamdan harcanmadan ¢ikar. Deve
dikeni (Silybum marianum) bitkisinin hem gévde kismindan hem de ¢igek tablasi
kismindan izole edilen peroksidaz (POD) enzimi Oncelikle kismi olarak
saflastirilmistir ve saflastirma sirasinda {i¢ basamak kullanilmistir. Bunlar: homojenat
hazirlanmasi, % 60 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyalizdir. Tiim saflastirma

islemleri +4 °C’de sicaklik kontrolii altinda yapilmistir.

Elde edilen homojenatlarin amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda peroksidaz
enziminin en fazla % 60 doygunlukta ¢oktiigii belirlenmistir. Daha sonra enzim

homojenat1 24 saat boyunca diyaliz edilmis ve safsizliklar uzaklastirilmistir.

Bu calismada, deve dikeni (Silypum marianum) bitkisinden izole edilen POD
enziminin optimum pH’m1 belirlemek amaci ile 4-metil katekol, katekol, pirogallol,
kafeik asit, o-dianisidin, guaiakol, ABTS, o-fenilen diamin ve H,O, substratlari
varliginda optimum pH ¢alismas: yapilmistir. Deve dikeni (Silybum marianum)
bitkisinin hem govde kismindan hem de ¢igek tablasi kismindan izole edilen POD
enziminin optimum pH’min belirlenmesi amact ile pH 3,0 ile 9,5 arasinda sitrat
tamponu (pH 3,0 — 6,0 arasi), fosfat tamponu (pH 7,0) ve tris tamponu (pH 7,5 - 9,5
aras1) olmak tizere 3 farkli tampon ile ¢alisilmistir. Calisilan optimum pH degerleri
Tablo.4.1.’de bitkinin hem govde kismi igin hem de ¢igek tablasi kismi igin
verilmistir. Bu calismada bulmus oldugumuz optimum pH'lar Koéksal (2007)
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tarafindan yapilan karnabahar (Brassica oleracea L.) peroksidaz enziminin
saflagtiritlmas1 ve karakterizasyonu calismasindaki 5 farkli (guaiakol, progallol,
ABTS, katekol ve 4-metil katekol) substratin optimum pH’lar1, guaiakol substratinin
optimum pH’1 disinda hepsi ile benzerlik gostermistir. Calismamizda guaiakol,
progallol, ABTS, katekol ve 4-metil katekol substratlarinin optimum pH’lart sirasiyla
6,5-85-40-7.2-7,2 govde kismt i¢in ve 6,5 - 7,6 - 4,0 - 7,2 - 7,2 ¢icek tablasi
kismi i¢in bulunmus degerlerdir. Koksal (2007) tarafindan bulunan optimum pH
degerleri ise sirasiyla 5,0 - 7,5 - 4,0 - 7,0 - 7,5 olarak bulunmustur. Johri ve
arkadaglar1 (2005) tarafindan yapilan ¢alismada peroksidazlarin hepsi pH 3,0 - 9,0
alan1 arasinda kararli oldugu bulunmustur. [47]. Fang ve arkadaslar1 (2008)
tarafindan yapilan ¢alismada POD i¢in optimum pH 6,0 - 8,5 arasinda bulunmustur
[32]. Enzimin kararli oldugu pH degerleri Pomar ve arkadaglar1 (1997) tarafindan
yapilan ¢alismada 6,0 - 9,0 arasinda degistigi bulunmustur [38]. Bulunan bu

optimum pH degerleri bulmus oldugumuz pH degerleri ile uygunluk gostermistir.

Deve dikeni (Silypbum marianum) bitkisinin hem govde kismi hem de ¢igcek tablasi
kismindan izole edilen peroksidaz enziminin optimum sicakligr 0 — 80 °C araliginda
farkli sicakliklarda ¢alisilmistir. Bu ¢alisma 4-metil katekol, ABTS, guaiakol, kafeik
asit, o-dianisidin, o-fenilen diamin, progallol ve katekol substratlarinin varliginda
hem govde kismi hem de ¢igek tablasi kismi i¢in yapilmistir. Yapilan optimum
sicaklik calismasi her iki kisim i¢in de 30 — 40 °C sicakliklar1 arasinda degistigi
gozlenmistir. Elde edilen bu sonu¢ Kdoksal (2007) tarafindan yapilan c¢alismada
25 - 50 °C arasinda degistigi gozlenmektedir. Belcarz ve arkadaslari (2008)
tarafindan yapilan ¢alismada POD enzimi i¢in optimum sicaklik 40 °C olarak
bulunmustur [30]. Saraiva ve arkadaslari (2007) tarafindan yapilan ¢alismada
peroksidaz enzimi i¢in optimum sicaklik 34,7 °C olarak bulunmustur [40]. Bu
caligmalardan elde edilen optimum sicakliklar yapmis oldugumuz c¢alismanin

sonuglariyla uygunluk gostermistir.

Deve dikeni (Silybum marianum) bitkisinden izole edilen POD enzimi igin alt1 farkli
substrat konsantrasyonunda aktivite tayinleri yapilmistir. Bu calismada substrat
olarak 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, o-dianisidin, guaiakol, ABTS,
o-fenilen diamin ve H,0, kullanmilmistir. Elde edilen datalarla Lineweaver-Burk
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grafikleri gizilerek Ky, ve Vmax degerleri belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafikleri
hemen hemen tiim enzim ¢aligsmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Belirlenen K, ve

Vmax degerleri Tablo 4.1.’de verilmistir.

K degeri enzim konsantrasyonu ile degismez ve enzimin substratina karsi gosterdigi
afiniteyi gosterir. Eger Ky, degeri sayisal olarak kiiciik ise enzimin substratina karsi
ilgisinin yiiksek oldugunu gosterir. Enzim diisiik bir substrat konsantrasyonunda
doyarak maksimum hiz saglar. Eger K, degeri sayisal olarak biiyiik ise enzimin
substratina kars1t olan ilginin diisiik oldugunu gosterir. Enzimin yar1 doygunluga
ulagmasi i¢in daha fazla substrat konsantrasyonu gerekmektedir. Bu degerlendirmeye
gore peroksidaz enziminin substrat spesifikligi biiyiikten kii¢iige dogru siralamak
gerekirse govde kismi igin bu siralama o-fenilen diamin, progallol, o-dianisidin,
kafeik asit, ABTS, 4-metil katekol, katekol, guaiakol sirasini takip ederken ¢igek
tablas1 kismi i¢in ise o-dianisidin, kafeik asit, progallol, ABTS, o-fenilen diamin,
katekol, 4-metil katekol, guaiakol sirasini takip etmistir. Koksal (2007) tarafindan
bulunan sonuglar ise ABTS, pirogallol, katekol, 4-metil katekol, guaiakol
siralamasini bize vermektedir. Bu siralama pirogallol substratt disinda, yapmis
oldugumuz galismalarin verileri ile uygunluk goéstermistir. Belcarz ve arkadaslari
(2008) tarafindan yapilan calismada substrat spesifikligi biiylikten kiiciige ABTS,
0-dianisidin, guaiakol siralamasini takip etmektedir [30]. Deepa ve arkadasi (2002)
tarafindan yapilan calismada substrat spesifikligi siralamasi pirogallol, ABTS,
guaiakol seklinde olmaktadir [37]. Rudrappa ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan
calismada ise o-dianisidin, ABTS, guaiakol siralamasini goérmekteyiz [41]. Bu
caligmalardan ¢ikan sonuglar incelenecek olursa yapmis oldugumuz kinetik

caligmalarla uygunluk gostermektedir.

Bu ¢alismada POD enzimi lizerine etki eden sodyum azid, tiyotire, askorbik asit,
potasyum siyaniir, 2-merkapto etanol, L-Glutatyon, L-Sistein ve sodyum siilfit
inhibitorleri incelenmistir. Baslangigta enzim aktivitesini % 50’ye diisliren inhibitor
konsantrasyonlari (lsp) bulunmustur. Sonuglar tablo 4.2.’de sunulmustur. Bir sonraki
asamada bu Isp degerlerinden faydalanarak  sabit  konsantrasyonlarda
caligabilecegimiz  inhibitor  konsantrasyonlar1  belirlendi.  Belirlenen  bu

konsantrasyonlar galisilarak her bir inhibitor i¢in 1/V - 1/[S] grafikleri ¢izilmistir.
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Elde edilen grafiklerden faydalanarak da her bir inhibitdr icin inhibisyon tiirii ve K;
degerleri bulunmustur. Sonuglar tablo 4.3’te sunulmustur. Yapilan bu ¢aligmalarda,
sodyum azid, tiyolire, askorbik asit, 2-merkapto etanol, L-Glutatyon ve L-Sistein
inhibitdrlerinin yarismali inhibisyona, potasyum siyaniir inhibitérii yar1 yarigsmali
inhibisyona ve sodyum siilfit inhibitoriiniin de yarigmasiz bir inhibisyona neden
olduklar1 Line-weaver Burk grafikleri ile belirlenmistir. Bunun yaninda
calismalarimizda peroksidaz enzimi aktivitesi iizerine etki eden Fe*, Cu*?, zZn*?,
Mg™, Hg Ba'2, Ca', Li'l, Co2, Mn'2, Pb® Sn'2 Na', K™, Ni*2 ve Cd*
metalleri de incelenmistir. Bu calismada Cu*?, Sn*? ve K*%in enzim iizerinde
inhibisyona, diger metallerin ise aktivasyona sebeb olduklar1 gorilmistiir.
Incelemeler sonucu metallerin 3 mM konsantrasyonundaki % aktivasyon - inhibisyon
degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.4’te sunulmustur. Onsa ve arkadaslar
(2004) tarafindan yapilan calismada Ca*? ve Fe*® metallerinin aktivasyona, Zn*?
metalinin ise inhibisyona sebeb oldugu goriilmiistiir [35]. Bulunan bu sonuglar

incelemis oldugumuz benzer metallerle ayn1 sonuglart vermistir.

Bu calismada peroksidaz enzimin oda sicakligindaki depolanma kararliligini
bulabilmek amaciyla aktivitedeki azalma saat basi 420 nm’deki 60 sn boyunca
absorbans degeri olgiilerek kaydedilmistir. Peroksidaz enziminin -20 °C’de
depolanma kararliligin1 gérmek amaciyla enzim -20 °C’de saklanarak 3 - 4 giinde bir

420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degeri dlgiilerek kaydedildi.

Oda sicakliginda yapilan depolama kararlili§i ¢alismasi sonucunda, POD enziminin
aktivitesi ilk li¢ saatte % 18, yedinci saatte % 38, onuncu saatte % 80, on ii¢lincii
saatte % 94 azalarak on besinci saatin sonunda POD enzimi aktivitesini kaybetmistir.
-20 °C’de ise POD enziminin aktivitesi ilk bes giinde % 13, on {iciincii giinde % 35,
yirmi ikinci giinde % 62 azalarak otuz ikinci giliniin sonunda POD enziminin

aktivitesini kaybettigi belirlenmistir.

Saflastirma basamaklarindan elde edilen enzim homojenatlarindaki protein miktar
kantitatif olarak Bradford yontemi ile tayin edildi. Bu yontemin kullanilabilmesi i¢in
oncelikle BSA standart protein ¢ozeltisi hazirlanarak lineer bir standart grafigi ve bir

dogru denklemi (y = ax + b) elde edilir. Daha sonra konsantrasyonu bilinmeyen
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enzim ¢Ozeltisi bradford ¢ozeltisiyle muamele edildikten 10 dk sonra 595 nm’de
absorbansi okunarak denklemde yerine konulur ve protein miktar1 kantitatif olarak
hesaplanir. Bu yontem sonucu peroksidaz enzimi igin protein miktar1 14,2985 pl/ml

olarak hesaplanmuistir.

Sakarya’da yetisen deve dikenin hem gévde hem de ¢igek tablasi kismindan elde
edilen peroksidaz enziminin karakterizasyonu ilk kez calisilmistir. Elde edilen
sonuglarin literatiire katki saglayacagi ve yapilacak olan ¢aligsmalara ek bir kaynak

olarak 151k tutacag diisiiniilmektedir.
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