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OZET

Anahtar kelimeler: Peroksidaz, Sevketibostan, Cnicus benedictus, tglii-faz ayirma
teknigi (TPP), SDS-PAGE

Bu c¢alismada, Peroksidaz (POD) enzimi Sevketibostan (Cnicus benedictus)
bitkisinden saflastirilmis ve kinetik dzellikleri incelenmistir. Oncelikle, POD enzimi
tclii-faz ayirma teknigi (TPP) ile saflastirilmis ve SDS-PAGE yontemiyle saflik
kontrolii yapilmistir. POD enziminin molekiil agirligi 63 kDa olarak bulunmustur.
Enzimin kinetik karakterizasyon ¢aligmalarinda, substrat spesifikligini belirlemek i¢in
4-metil katekol, H2O2, o-fenilendiamin, gallik asit, kafeik asit ve pirogallol substratlari
kullanilmistir. Kullanilan tim substratlar i¢in Michaelis-Menten (Kn) sabiti ve
maksimum reaksiyon hizi (Vmax) degerleri hesaplanmistir. Enziminin karakterizasyon
caligmalarinda ayrica optimum pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddeti, tuz
toleransi ve enzimin depolanma kararliligi incelenmistir. Sevketibostan (Cnicus
benedictus) POD enziminin optimum pH’s1 7,0 ve optimum sicakligi 30 °C olarak
bulunmustur. Sevketibostan POD enzimini askorbik asit, sodyum azid (NaNs), Fe*3,
Fe*?, Hg*?, Sn*2, Pb*2, Cd*?, Cu*? K*, Na*, Ca* metalleri, DMSO, DMF, etanol, aseton
ve t-butanol organik ¢oziiciileri inhibe etmektedir.
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE
ENZYME PEROXIDASE FROM SEVKETIBOSTAN (CNICUS
BENEDICTUS) PLANT

SUMMARY

Keywords: Peroxidase, Sevketibostan, Cnicus benedictus, triple-phase separation
technique (TPP), SDS-PAGE

In this study, Peroxidase (POD) enzyme was purified from Sevketibostan (Cnicus
benedictus) and its kinetic properties were investigated. First, POD enzyme was
purified by the triple-phase separation technique (TPP) and its purity was checked by
SDS-PAGE method. The molecular weight of the POD enzyme was found to be 63
kDa. In the kinetic characterization studies of the enzyme, 4-methyl catechol, H205,
o-phenylene diamine, gallic acid, caffeic acid and pyrogallol substrates were used to
determine the substrate specificity. Michaelis-Menten (Km) constant and maximum
reaction rate (Vmax) Vvalues were calculated for all substrates used. In the
characterization studies of the enzyme, optimum pH, optimum temperature, optimum
ionic strength, salt tolerance and storage stability of the enzyme were investigated.
POD enzyme from Sevketibostan (Cnicus benedictus) was found to have an optimum
pH of 7.0 and an optimum temperature of 30 °C. Sevketibostan POD enzyme ascorbic
acid, sodium azide (NaN3), Fe *3, Fe "2, Hg *2,Sn*2, Pb *2,Cd *2,Cu*2, K *, Na *,
Ca " metals, DMSO, DMF inhibits ethanol, acetone and t-butanol organic solvents.
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BOLUM 1. GIRIS

Oksijen insanlarin yasami ic¢in olduk¢a 6nemli olmasina ragmen, metabolizmada
iretilen bazi serbest radikaller (reaktif oksijen tiirleri) (ROS) viicuda zarar
verebilmektedir. Cogunlugunu reaktif oksijen tiirlerinin olusturmasi, dogal oksijen
molekiiliiyle kiyaslandiginda, kimyasal reaktivitelerinin daha fazla oksijen

formlarinda oldugu gézlemlenmistir [1, 2].

Stres durumlarinda ROS diizeylerini kontrol edebilmek ve bitki dokularindaki
hiicreleri korumak i¢in serbest radikalleri ortamdan kaldiran POD (peroksidaz), CAT
(katalaz), SOD (sliperoksit dismutaz), APX (askorbat peroksidaz) vb. bir¢ok enzimler
ve molekiiler agirliklar1 kiigiik olan antioksidanlar1 (glutatyon, fenolik bilesikler,

askorbat, tokoferoler vb.) icermektedirler [3].

Bitkilerin tiim kisimlar1 dogal antioksidanlardan olusmaktadir. Vitaminler,
flavonoitler, karotenoitler, glutatyon, fenoller gibi metabolitleri icermektedirler.
Fonksiyonel etkileri; serbest radikal giderimi, enzim inhibitorleri, peroksit parcalayici
gibi bitki kaynakli antioksidanlardir [4]. Meyve ve pek cok antioksidanlari
bulundururlar [5]. Bol bol sebzelerde, tohumlarda, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde,

kabuklarda, ciceklerde, yapraklarda ve koklerde antioksidan bilesikleri bulunmaktadir
[6].

1.1. Peroksidaz Enzimiyle Daha Once Yapilan Calismalar
Vitali ve arkadaslar1 (1998) POD enzimini yabani sinamekiden saflagtirmistir. SDS-

PAGE yontemiyle molekiil agirhigini yaklasik 43 kDa, jel filtrasyon yontemiyle 50
kDa olarak elde etmislerdir [7].



Mdluli (2005) POD enzimini maruldan saflastirmstir. Jel filtrasyonu, Triton X114 ve
DEAE iyon degisimi yontemleriyle molekiil agirligint 71 kDa olarak bulunmustur.
POD, ABTS ve hidrojen peroksit ile pH 4,0’te maksimum aktivite, Km’si 1,77 mM
olarak elde etmistir [8].

Spitzer ve arkadaslart (1924) POD enziminin calismalarinda yaygin oldugunu
belirtmislerdir. Bitki ve hayvan dokularinda ve tiim yasam organizmalarinda var
olduguna deginilmistir. POD enziminin farkli 6zelliginden dolayr bozunmalara

direncli olduguna da vurgulanmstir [9].

Manu ve arkadasi (2009) POD enzimini bugday kepeginden anyon degisimi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon kromatografisi ve katyon degisimi
yontemleriyle saflagtirmislardir. Optimum pH’in1 4,8, molekiil agirligint 44 kDa ve
karbohidrat igerigini %13,8 olarak elde etmislerdir [10].

Serrano martinez ve arkadaslar1 (2008) POD enzimini tath kirmizi biberden Triton X-
114 ve amonyum siilfat ¢oktlirmesi ile kismen saflastirmistirlar. ABTS substrati ile
optimum pH’in1 4,5 ve Km’si 1,32 mM, Vmax’1 0,495 olarak bulunmustur. Askorbik

asitin indirgeyici etkisi en aktif olarak belirlenmistir [11].

Rodriguez ve arkadaglar1 (2000) POD enzimini kavundan anyon degisim
kromatografisiyle kismen saflagtirmistir. Askorbik asit ile yapilan g¢aligmalarda
aktivite gdstermemistir ancak guaiakolil biiyiik oranda ytikseltgemistir. Optimum pH’1

5,5 oldugu elde edilmistir [12].

Belcarz ve arkadaslar1 (2008) POD enzimini lahanadan izole ederek kismen
saflastirmistir. Optimum pH’1 6,0, optimum sicakhigi 40 °C olarak bulunmustur.
Kinetik ¢aligmalar sonucunda guaiacol (6,41 ve 13,89)’lin, o-dianisidin (0,357 ve
0,286 mM) ve ABTS (0,0377 ve 0,0625 mM)’nin Km’leri daha yiiksek degerlere sahip
oldugu bulunmustur [13].



Depa ve arkadaglar1 (2002) POD enzimini hurma yapragi yagindan anyon degisim
kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve molekiiler dislama kromatografisi
yontemleriyle saflagtirmigtir. Optimum pH’1 5,0 bulunmustur. Km degerleri guaiakol

3,96 mM, ABTS 1 mM ve pirogallol 0,84 mM olarak bulunmustur [14].

Saraiva ve arkadaglar1 (2007) POD enzimini zeytinden elektroforetik homojenlik
agisindan saflagtirmistir. Optimum pH’1 7,0 ve optimum sicakligint 34,7 °C olarak
bulunmustur. Km degerleri hidrojen peroksit 41,0 mM ve fenol 0,53 mM olarak
bulunmustur. POD enzimi ile yiikseltgenen fenol bilesigi aktivasyon enerjisi 99,1 kJ

mol* olarak bulunmustur [15].

POD enzimi literatiir arastirmalarinda bir¢ok bitki, hayvan ve mikroorganizmadan
saflastirilmistir. Yapilan ¢alismalara; Leucaena leucocephala agaci meyvesinden [16],
yesil bezelyeden [17], biiriiksel lahanasindan [18], kirmiz1 pancardan [19], brokoliden
[20], kara lahanadan [21], bamyadan, [22], 1sirgan otundan [23], tiitiinden [24],
pamuktan [25], arpadan [26], domatesten [27], vanilya ¢ekirdeginden [28], havugtan
[29], portakaldan [30], biberden [31], cay yapraklarindan [32], cilekten [33], at
turpundan [34], misirdan [35], cavdar yapraklarindan [36], hindiba bitkisinden [37],
papaya meyvesinden [38], tatl patates yumrularindan [39], kiwano bitkisinden [40],
karahindiba bitkisinden [41], kuru fasulyeden [42], deve dikeni bitkisinden [43],
pazidan [44], portakal ve limon ¢iceklerinden [45] kismi saflastirma ¢alismalar1 6rnek

olarak verilebilir.

POD enzimi bitkiden saflastirilmasi ile ilgili ¢alismalarda pek ¢ok izoenzim yapilar
bildirilmistir. Bitki kaynaklarindan saflastirilan bu izoenzimler, farkli optimum pH,
optimum sicaklik, molekiil agirligi ve substrat konsantrasyonu elde edilmistir [46].
Ornek olarak POD enzimin molekiil kiitlesi hurma yapraklarinda [14] 48 kDa, ¢ilekte
[33] 65 kDa, brokoli [20] ve domateste [27] 43 kDa, kara lahanadan [21] 95 kDa olarak
bildirilmistir.



1.2. Calismanin Amaci

Endiistriyel calismalarda enzimler siirekli olarak kullanilmaktadir ve elde edilen
sonuglar yiiksek verime sahiptir. Bu sebeple enzimlerin farkli kaynaklar kullanilarak
saflastirilmasi, izole edilmesi, igerisinde bulunan 6zelliklerin karakterize edilmesi ile
enzimlerin kullanilabilirligi endiistride arastirilmakta ve bu g¢aligmalarin zamanla

sayist ve degeri artmaktadir.

Peroksidaz enzimleri, kimya, ilag, gida gibi pek ¢ok endiistri alanlarinda
kullanilmaktadir. Peroksidaz enzimi sentetik boyalardan renk giderilmesinde,
endustriyel atik sularin islenmesinde en ¢ok tercih edilen enzimdir. Aktivite 6lgiim
kolayligi, bozunmaya kars1 direnci ve termal kararliliginin yiiksek olmasi endiistride
tercih edilme sebeplerindendir. Bu gibi etkiler diisiiniildiigiinde yapilan yeni
caligsmalarin daha verimli sonuglar elde edebilecegi agisindan peroksidaz enzimi nem

arz etmektedir.

Literatiir arastirmalarinda Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisiyle enzim,
saflastirma ve enzim karakterizasyonu calismalarinin yapilmamis olmasi materyal

olarak secilmesinde en 6nemli etken olmustur.

Bu ¢alismanin amaci Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden POD enziminin
izolasyonu, kismi saflastirilmasi, optimum sicaklik, optimum pH, optimum iyonik
siddet, substrat spesifikligi, tuz toleransi ve farkli kimyasal maddelerin enzim

aktivitesi lizerine etkilerinin incelenmesidir.



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1. Enzimlerin Tanimi

Enzimler, protein yapisinda bulunan ve biyolojik aktiviteye sahip canli hiicreler
tarafindan sentezlenen molekiillerdir. Enzimler tarafindan tiim biyokimyasal
reaksiyonlar katalizlenir. Enzimler invitro sistemlerde hiicreden ayr1 aktivite

gosterebilirler. Enzimler biyokimyasal olaylar i¢in son derece dnemlidirler [47].

Enzimlerin etki ederek degisime ugrattig1 molekiillere enzimin substrati denir. Her
zaman tek substratli enzim bulunmayabilir, birden fazla substratli enzimlerde vardir.
Enzimler kimya endiistrisinde, gida proseslerinde, tipta, peynir, ekmek iiretiminde

bir¢ok kullanim alanina sahiptirler [48].

2.1.1. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

Substrat, enzimlerin iirline doniistiirdigli maddelere verilen addir. Enzimler
katalizledikleri tepkimenin sonuna -az eki getirilerek (glikoz oksidaz, alkol
dehidrojenaz), substrat adinin sonuna -az eki getirilerek (lipaz, amilaz, maltaz),
katalizledikleri substrat adinin sonuna -az veya -litik eki getirilerek (proteolitik
enzimler, esteraz), iretildikleri kaynagin sonuna -in eki getirilerek (pankreatin,

papain) adlandirilirlar [49-51].

Enzimler basit ve bilesik (kompleks) enzimler olmak tizere iki kisimda incelenirler:

Basit Enzimler: Sadece protein kullanilarak olusan tek veya ¢ok alt birimlere

bulunduran enzimlerdir. Tripsin, pepsin, iireaz gibi enzimler 6rnek verilebilir.



Bilesik (Kompleks) Enzimler: Protein birlikte metal ya da organik bir molekiil
bulunduran enzimlere denilir. Karbonik anhidraz, hekzokinaz, laktat dehidrojenaz,

piruvat karboksilaz gibi enzimler 6rnek verilebilir [52].

Enzimler alt1 fonksiyonel sinifa Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan ayrilmistir. Bu siniflandirma da enzimler, spesifik tepkime,
tepkime tiirii, substrat ya da substratlar1 belirten dort basamakli numaralar (E.C) ile

tanimlanirlar.

1. Oksidorediiktazlar: Kimyasal gruplara etki ederek yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarini katalizlerler. Ornek olarak laktat dehidrojenaz ve katalaz verilebilir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin alici-vericiler arasinda tagindigi reaksiyonlari
katalizlerler. Ornek olarak heksokinaz ve aspartat transaminaz verilebilir.

3. Hidrolazlar: Su katilarak pargalanan baglarin hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler.
Ornek olarak lipaz ve kolesterol verilebilir.

4, Liyazlar: ksidasyon ve hidroliz hari¢ bag kiran reaksiyonlari katalizlerler. Ornek
olarak adenilat siikraz ve piruvat dekarboksilaz verilebilir.

5. Izomerazlar: izomerizasyon tepkimelerini katalizlerler. Ornek olarak trioz ve fosfat
izomeraz verilebilir.

6. Ligazlar: ATP enerjisi ile iki molekiilii birlestirirler. Sentetazlar olarak da
adlandirilirlar. Ornek olarak DNA ligaz verilebilir. [52,53]

2.1.2. Enzimlere etki eden faktorler

Enzimlerin aktivasyonunu substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik, enzim

konsantrasyonu, zaman, 1hibitor etkisi gibi bir¢ok faktoér bulunur.
2.1.2.1. Substrat konsantrasyonu
Sabit konsantrasyonda bulunan enzim, enzimatik reaksiyonun hizi substrat

konsantrasyonu arttikca artmaktadir. Enzim substrat doygunluk noktasina gelene

kadar dogrusal olarak artmaktadir. Doygunluga ulastig1 andan itibaren reaksiyon hizi



degismeden devam etmektedir. Boylece enzim maksimum hiz noktasina ulagmustir.
Vmax maksimum hizi gostermektedir. Sekil 2.1.°de substrat konsantrasyonunun

reaksiyon hizina etkisinin grafigi gosterilmistir [54].

Reaksiyvon Hizi

Substrat Konsantrasyonu

Sekil 2.1. Substrat konsantrasyon grafigi [54]

2.1.2.2. pH

Enzimlerin aktivitesi H* iyon konsantrasyonuna bagh olarak degismektedir. Tim
enzimlerin aktiviteleri farkli pH degerlerine sahiptirler. Enzimlerin en yiiksek aktivite
gosterdikleri pH’ya optimum pH’1 denilmektedir. Optimum pH’min alt ve {ist pH
degerlerinde enzim aktivitesi yavaslamaktadir. Bu sebeple enzimin optimum pH’1m
dengede tutabilmek i¢in tampon ¢ozeltiler kullanilir. Sekil 2.2.’de pH degisiminin

reaksiyon hizina etkisi gosterilmistir [54].

Reaksiyon Hizi

pH

Sekil 2.2. Optimum pH grafigi [54]



2.1.2.3. Sicaklik

Sicaklik enzimatik reaksiyonun hizinmi arttirir. Kimyasal tepkimelerin sicakliklar: 10
°C’lik arttirildiklarinda tepkimelerin hiz1 iki katina ¢gikmaktadir. Enzimler yapilarinda
protein bulundurduklarindan sicaklik degisimleriyle denatiirasyona ugrarlar. Enzimler
yiiksek sicakliklarda yapisal bozulmalardan dolayr tersinmez, diisiik sicakliklarda
tersinirdirler. Optimum sicaklik o enzimin maksimum aktivitesi olarak adlandirilir.

Sekil 2.3.’de optimum sicaklik grafigi gosterilmistir [54].

Reaksiyon Hizi

Sicakhk

Sekil 2.3. Optimum sicaklik grafigi [54]

2.1.2.4. Enzim konsantrasyonu

Bir reaksiyonda yeteri kadar substrat bulunuyorsa enzim konsantrasyonu enzimatik
reaksiyonu ile dogrusal olarak artmaktadir. Enzimler substratlari ile reaksiyona girerek
onlar degisiklige ugratirlar, bu nedenle reaksiyonda ne kadar ¢ok substrat var ise o
kadar cok enzim-substrat kompleksi kurulmus olur ve o kadar fazla iirlin olusur.
Ortamda enzim ne kadar ¢ok olursa birim zamanda elde edilen tiriinlerde o kadar ¢ok
olacaktir. Bir enzimatik reaksiyonda olgiilen ilk hiz (Vo), enzim konsantrasyonu [E]

ile dogru orantilidir. Sekil 2.4.‘de grafigi gosterilmistir [49, 56].



Reaksivon Hizi

Enzim Konsantrasyonu

Sekil 2.4. Enzim konsantrasyon grafigi [56]

2.1.2.5. Zaman

Enzim reaksiyonunun hizi belirlenen zamanda elde edilen iiriiniin miktartyla belirlenir.
Enzimatik reaksiyonlarda enzim basta hizli calisirken zamanla reaksiyonun hizi
giderek azalir. Bu azalmanin sebepleri;

-Substrat konsantrasyonunun azalmasi

-Fazla iiriin birikimiyle enzimin denatiire olmasi

-Reaksiyon dengesinin girenlere kaymasi

-Reaksiyon olusumunu engelleyen iiriinlerin olusmasi olabilir [43, 56].

2.1.2.6. inhibitor etkisi

Enzimatik reaksiyonlarin aktivitesini azaltan ya da tamamen durduran molekiillere
inhibitdr denilir. Genellikle inhibitorler kiigiik molekiil agirligina sahiptirler. Enzim
reaksiyonlarinda inhibisyon ile aktivitenin azalmasi ya da tamamen durdurmasi

biyolojik sistemler igin 6nemlidir [41].

Enzim aktivitesin de inhibisyonun 6nemi;
-Enzim kataliz mekanizmasinda kaynak olarak kullanilabilir.
-lag ve toksik maddelerin iiretilmesini saglar.

-Biyolojik sistemlerde kontrol mekanizmasi olarak kullanilmasidir [53].
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2.1.3. Enzim aktivite birimleri

Enzimlerin biyolojik reaksiyonlarda az miktarlarda bulunurlar ve miktarlarinin
Olciilmesi olukca zordur fakat aktiviteleri 6lcililebilmektedir. Enzimlerin aktiviteleri

bir¢ok sekilde ifade edilebilmektedir. Bunlar;

Enzim {iinitesi (U): 1 enzim iinitesi (EU) optimum sartlarda (sicaklik, pH, substrat
derisimi) bir dakikada lpumol substrati {iriine doniistiiren enzim miktar1 olarak
tanimlanmustir. Unit (birim) aktivite (IU) ¢ok fazla kullanilan enzim aktivite birimidir.
Spesifik aktivite: 1 miligram protein bagina diisen enzim {initesidir. Enzim saflik
miktarimin 6l¢iistidiir. U/mg protein olarak hesaplanir.

Katal: Bir saniyede bir mol substrati iiriine doniistiiren enzim miktaridir [49, 53]

2.1.4. Enzimlerin yapisi

Enzimler, {i¢ boyutlu konfigiirasyonlarla kivrilmis polipeptit zincirlerinden meydana
gelirler. Bir amino asidin a-karboksil karbonu ile bagka bir amino asidin azotu arasinda
meydana gelen C-N baglar1 peptit baglaridir. Enzimlerin ti¢ boyutlu yapilar1 Sekil
2.5.”de gosterilmistir.

Enzimlerin {i¢ boyutlu yapis;

1. Birincil (primer) yap1: Polipeptit zincirindeki amino asitlerin dogrusal sirlanmasini
ve sayisini ifade eder. Amino asitler kivrilma siralarini igerdikleri bilindigi iizere,
yapay kivrimlart agildiktan sonra, uygun pH, sicaklik ve iyonik gii¢ durumlarinda
inkiibe olan proteinlerin kendiliginden dogal hallerine donmesiyle ispatlanmigtir.

2. Ikincil (sekonder) yap1: Tekrarlanan konformasyonlari ifade eder. Enzimler Kiiresel
(globiiler) ve fibril (lifsel) olarak iki sinifa ayrilir. a-heliks ve B-tabakasi yapilar1 6rnek
verilebilir.

3. Ugiinciil (tersiyer) yap1: Hidrojen baglari, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerle
yonetilir.

4. Dordinciil (kuaterner) yapi: Oligopeptitlerden meydana gelen hidrojen baglari ve

iyonik baglarla olusturulan protein ve protein etkilesimlerinden olusurlar.
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Sekil 2.5. Enzimlerin birincil, ikincil, tiglinciil ve dordiinciil yapilar: [44]

2.1.5. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi tizerine ilk ¢aligmalar1 Michaelis Menten adli arastirmacilar 1913
yilinda yapmislardir. Bu aragtirma sonucunda enzim (E) ilk olarak substrat (S) ile
birlesir ve (ES) kompleksi meyana gelir. Daha sonra enzim subtratini iiriine ¢evirir,

enzim ve Uriin olusur.

Michaelis-Menten mekanizmast;

ki k3

Enzim + Substrat ——» ES ——— % Uriin + Enzim
.‘—

ks
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Bu denklemde k1; ES kompleksini olusturan hiz sabiti, ko; ES kompleksinin enzim ve
substrata ayrilmasi i¢in kullanilan hiz sabiti ve ks; enzim ve iiriin olugsmasin1 saglayan

hiz sabitidir.

Enzimatik reaksiyonlarda substrat konsantrasyonunun artisiyla reaksiyon hizinin
sonuglar1 grafik haline getirildiginde hiperbolik egri elde edildigi goriilmiistiir (Sekil
2.6.). Boylece Michaelis-Menten bagintist elde edilmistir.

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

E yoniinden 1. Derece
S yoniinden ise 0 veya 1. derece

1 > Lineer, E ve S voniinden 1. derece

\

Koy IS]
Sekil 2.6. Michaelis-Menten grafigi [49]

Michaelis-Menten denklemi;

Vmax [S]
Kyt [S] (2.1)

V=

Km; enzimin substrata olan ilgisini gosterir. Maksimum hizin yarisina ifade eden
substrat konsantrasyonunu gosterir. Vmax; maksimum hizi gosterir. Enzim

aktivitelerini belirleyen Km ve Vmax enzim sabitleridir.
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Michaelis-Menten denklemine gore Km ve reaksiyon hizina [S] baglidir ve ti¢ kisimdan
olusmaktadir. Bu sonuglar Michaelis-Menten denkleminde yerlerine yazilarak
bulunmustur.

1. [S] << K ise; hiz [S]’nuna baglidir.

2. [S] >> K ise; hiz Vimaxa esittir.

3. [S] = Km ise; hiz Vmax/2 “ye esit olur.

Michaelis-Menten grafigi hiperbol bir egri olustugundan, dogru denklemine

dontistirmek gerekmektedir. Elde edilen bu dogru denklemi Linewear-Burk denklemi

kullanilir.
1 K 1 |
Vv Vmax [S] Vmax (2-2)

Bu denklemde 1/[S] ve 1/[V] degerleri kullanilarak dogu elde edilir. Olusan dogrunun
egimi Km/Vmax ‘tir, Sekil 2.7.’de gosterilmistir [49,56].

1N

Egim = KM/ Vmax

~ e

1/Ky O 1/18]

Sekil 2.7. Lineweaver-Burk grafigi [49]
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2.1.6. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibitorleri doniisiimlii ve doniisiimsliz olmak iizere iki temel gruba

ayrilmaktadirlar.

Dontistimsiiz inhibisyon: Enzime inhibitér kovalent baglarla sikica tutunmasiyla
meydana gelen inhibisyon tiriidiir. Bu nedenle diyaliz vb. yontemler kullanilarak

enzim aktivitesini geri kazanamaz.

Dontisiimlii inhibisyon: Tersinir inhibisyon olarak da adlandirilir. Enzimlerden
inhibitdrler diyaliz, seyreltme vb. yontemlerle kolayca ayrilabilirler. Boylece enzim
aktivitesi tekrar elde edilmis olur. Doniisiimlii inhibisyon ortamda bazi metal
iyonlarinin ya da organik maddelerin eklenmesiyle meydana gelir. Bu inhibisyon tiirii
4 gruba ayrilir;

-Yarismali (kompetitif) inhibisyon,

-Yarigsmasiz (non-kompetitif) inhibisyon,

-Yar1 yarigmali (un-kompetitif) inhibisyon

-Karisik (mixed) inhibisyon [42,52].

2.1.6.1. Yarismah (kompetitif) inhibisyon

Inhibitér ile substrat, enzimin aktif merkezine baglanabilmek igin aralarinda yaris
halindedirler. Inhibitér enzimin aktif merkezine baglanarak enzimin baglanmasini
engellemektedir. Bu sebeple enzim substrat ilgisini azaltarak Km degerini arttirir.
Yarigmali inhibisyon semasi ve Linewear-Burk grafiginin degisimi Sekil 2.8. ve

2.9.°da gosterilmistir [57].
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|
Z

m,=‘-

Sekil 2.8. Yarigmali inhibisyon semasi [57]

1V,

U

Inhibitérsiiz

TN 3 0 18]

Sekil 2.9. Yarigmali inhibisyonda Lineweaver-Burk grafiginin degisimi [57]

2.1.6.2. Yarismasiz (non-kompetitif) inhibisyon

Inhibitdr ve substrat enzimin farkli bolgelerine baglanirlar. Enzimin aktif bolgesine
substratin baglanmasini inhibitorler engellemezler ve reaksiyon hizininin diigmesine
enzimin U¢ boyutlu yapisindaki degismeler neden olmaktadir. Substrat
konsantrasyonunu arttirmak inhibisyonu ortadan kaldiramayacagindan Vmax degeri
azalirken Km degeri degismeden sabit kalir. Yarigmasiz inhibisyon Linewear-Burk

grafiginin degisimi Sekil 2.10.’da gosterilmistir [57].
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1/[Vo]
Inhibitérsiiz
Azalan Vmax
Avm K
0 1/[S]

Sekil 2.10. Yarigmasiz inhibisyonda Linweaver-Burk grafiginin degisimi [57]

2.1.6.3. Yar1 yarismah (un-kompetitif) inhibisyon

Inhibitdr serbest halde bulunan enzimin aktif bdlgesine baglanmaz, olusan enzim-
substrat (ES) kompleksine baglanir ve enzim-substrat-inhibitor (ESI) kompleksini
olusturur. Boylece Km ve Vmax degerlerinde azalma gdzlemlenir. Yar1 yarismali
inhibisyon semasi ve Linewear-Burk grafiginin degisimi Sekil 2.11. ve 2.12.’de

gosterilmistir [57].

E+S——ES—E+P

el

lo

Sekil 2.11. Yar1 yarigmali inhibisyon semasi [57]
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1/V

Inhibitsrsiiz

0 1/1S]1

Sekil 2.12. Yar1 yarigmali inhibisyonda Linewear-Burk grafiginin degisimi [57]

2.1.6.4. Kanisik (mixed) inhibisyon

Enzimin, inhibitoriin ve substratlarin yapilarina bagl olarak iki farkli yapt meydana
gelebilir. Bunlar; inhibitoriin enzim-substrat (ES) kompleksiyle bag yaparak enzim-
substrat-inhibitér (ESI) kompleksini ya da enzimin aktif bolgesine baglanmayarak
enzim-inhibitor (EI) kompleksini olusturmaktadir. Boylece Vmax azalir, Km degeri
artar. Inhibitor ve substratlara bagli Km degerinin azaldig1 da gézlemlenmistir. Karisik
inhibisyon semasi ve Lineweaver-Burk grafiginin degisimi Sekil 2.13. ve 2.14.°de

gosterilmistir [57].
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E+S — ES—>E+P
+

L @ @9

@ @

@@@

Sekil 2.13. Karigik inhibisyon semasi [57]

/v,

fn

Inhibitorsiiz

Artan Ka

Azalan Vmax

1/[S]

Sekil 2.14. Karigik inhibisyonda Linewear-Burk grafiginin degigimi [57]
2.2. Serbest Radikaller

Molekiiller ile kolay bir sekilde elektron aligverisine giren ve onlarin yapisini bozan
molekiillere serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROS) denilmektedir [58].
Serbest radikaller en az bir veya daha ¢ok eslesmemis elektrona sahip, kararsiz, kisa
omiirli ve molekiil agirliklar1 genellikle diisiik reaktif molekiillerdir [59]. Serbest
radikaller, DNA, karbohidratlar, lipidler, protein ve dokularda olusan reaktif oksijen
tiirleri (ROS) biyolojik olarak materyallere zarar verebilmektedirler.
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Enzimlerin aktif merkezinde zincir reaksiyonlari, biyolojik sistemlerde molekiiliin
aktive olmasi ile baglar. Oksidorediiktazlarin aktif bolgeleri, fonksiyonel aminoasitler
ve prostetik gruplardan olusmaktadir. Serbest radikallerin olusumunu katalizleyen
elektron transport sistemindeki flavinli enzimler ve hem grubu igeren peroksidazlar,

peroksidaz benzeri enzimler olarak iki gruba sahiptir [60].

Serbest radikaller veya reaktif oksijen tiirleri; hidrojen peroksit (H202), nitrik oksit
(NO-"), lipid oksitler (LOO*"), siiperoksit iyonu (Oz¢), ferriloksit (FeO.), hidroksil
iyonu (OH")’dur [61]. Hiicre i¢inde elde edilen serbest radikaller hiicre zarinda
fonksiyon kaybina ve yikima sebep olurlar [62]. Tablo 2.1.’de bitkiler de olusan

serbest radikaller gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri [63]

Radikaller Formiilii Non-radikaller Formiilii
Stiperoksit Oy Hidrojen peroksit H.0;
Peroksil ROO- Hipohal6z asit HOX
Alkoksil RO- N-Halojenli aminler R-NH-X
Hidroksil OH- Lipid hiddroperoksit LOOH
Organik R Ozon O3
Organik peroksit RCOO Azot dioksit NO2

2.3. Antioksidan Enzimler

Serbest radikallere ve bunlarin sebep oldugu zararlara kars1 organizma da bir savunma

sistemi vardir. Bu savunma sistemine antioksidan denir [64].

Antioksidan savunma sistemi enzimatik antioksidan ve enzimatik olmayan

antioksidan olmak tizere 2 gruba ayrilir.

Enzimatik Antioksidan: viicuttaki biitiin hiicrelerde bulunur ve hepsi viicut tarafindan
tiretilir. Peroksidaz (POD), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimatik savunma hattin1 olusturan

enzimsel antioksidanlardir.
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Enzimatik Olmayan Antioksidan: askorbik asit (C vitamini), tokoferoller ve
karotenoidler gibi  enzimatik olmayan antioksidanlar  viicut tarafindan

tiretilemediklerinden diyetle digsaridan alinmalar1 gerekmektedir.

Enzimler giinlimiizde kimya endiistrisinde, boya, ilag, temizlik, gida ve dericilik
maddeleri tiretiminde, tip, veterinerlik tekstil endiistrisinde, biyoloji ve biyoteknoloji

bilim dallarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [65].

Biyolojik sistemlerde baslica antioksidan etkiye sahip peroksidaz (POD), glutatyon
peroksidaz (GSHPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerdendir
[66]. Antioksidanlarin kaynak tiirleri Tablo 2.2.’de gdsterilmektedir.

Tablo 2.2. Antioksidan kaynak tiirleri ve 6rnekler [66]

Kaynak tiirleri Ornek

Eksojen -Vitaminler
-Gida ile alinan antioksidanlar

-flaglar

Endojen (enzim olan) -Siiperoksit dismutaz
-Katalaz

-Glutatyon peroksidaz

Enojen (enzim olmayan) -Bilirubin
-Melatonin

-Miyoglobin

2.4. Peroksidaz Enzimi

Peroksidaz (EC 1.11. 1.7) enzimi, hidrojen peroksit varliginda flavonoidler, fenoller,
hidrokinonlar, siilfonoidler, aromatik aminler, pirogallol gibi pek c¢ok organik ve
inorganik substratin oksidasyonunu katalize eden bir oksidorediiktazdir. Hidrojen
atomlarin1 verme egiliminde olan bilesikler ile verme egilimindeki atomlar1 almaya
hazir olan alic1 H>O> bilesigi arasinda gergeklesen reaksiyonu katalizleyen peroksidaz

enzimidir [67, 68].
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Peroksidaz enzimi, hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde bulunur [69].
Bitkilerin biiyiimesini ve gelismesine yardimci olan hiicre duvarinda yer alan
enzimlerden biridir [70]. Bitki peroksidaz iist familyas1 kendi ic¢inde ii¢ sinifa

ayrilmaktadir. Tablo 2.3.’de gosterilmektedir.

Tablo 2.3. Peroksidaz familyasinin siniflandirilmasi [71]

Siiper Aile Enzim Kaynak Molekiiler Kiitle (kDa)
Eosinophill Hayvan 50-75
Peroksidaz
Laktoperoksidaz Hayvan 75-85
Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Hayvan Peroksidazlari Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110
Glutatyon Hayvan 6-22
Peroksiaz Bitki 75-112
Prostaglandin 115-140
Endoperoksit Hayvan
Sentaz
Katalaz Katalaz Hayvan, Bitki, Mantar, 140-530
Maya
Bitki Peroksidazlari Sitokrom c Peroksidaz 32-63
(Sif I) Maya, Bakteri
Katalaz Peroksidaz Bakteri, Mantar 150-240
Bitki Peroksidazlari Askorbat Peroksidaz Bitki 30-58
(Sinif 1)
Bitki Peroksidazlari Mangan Peroksidaz Mantar 43-49
(Sif I1I) Ligninaz Mantar 40-43
Peroksidaz (POD) Bitki 28-60

Peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar kompleks yapilarda olduklarindan

asagidaki genel denklem ile gosterilmektedir [72].

POD
H,0, + AH, — 2H,0+A

Bu reaksiyonda, yiikseltgenme ve indirme reaksiyonudur. Hidrojen peroksit

indirgeniyorken, enzim ylikseltgenmektedir [73].
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POD enzimi H202’i kullanarak inorganik ve organik substratlarin oksidasyonunu
katalizleyerek, hidrokinonlar, fenoller, hidrokinoid aminler ve daha fazla aromatik
bilesiklerin dehidrogenayonunu katalizler. Katalizlenen molekiillere 6rnek olarak;
guaiakol, o-dianisidin, pirogallol, azo boya tiirevleri ve o-fenilen diamin sayilabilir

[74, 75].

POD bitkilerde hidrojen peroksit ile pirogallol, guaiakol, katekol ve klorogenik asit
gibi fenolik grup bulunduran bilesigi yiikseltgeyebilir. Sekil 2.15.’de 6rnek olarak
mekanizmasi1 gosterilmistir [76]. Bitkilerin organik bilesikleri yiikseltgemesi besin
degeri, tad1 ve rengi gibi Ozelliklerinin benzer olmasindan dolay: iliskilendirilmigtir

[77].

‘ ] : H.0, Peroksidaz

[ 211,0

oH e il

Sekil 2.15. POD fenolik substrati kullanarak hidrojen peroksit giderme mekanizmasi [76]

POD enzimi bitkilerde savunma mekanizmalari [78], meyve ve sebzlerin indoleasetik
asit miktar ayarlanmasi [79], hormonal faaliyet [80] ve lignin biyosentezi [81] gibi
yasam fonksiyonlarinda énemli rolii oldugunu bildirmistir. POD bitkisel kaynakli
gidalarda ¢ok¢a bulunmaktadir [67]. Bitkilerde POD c¢icek ve sap kisimlarinda,
yapraklarda, niikleus, hiicre membraninda, ribozom ve hiicre duvarlarinda

bulunmaktadir [82, 83].

2.4.1. Peroksidaz enziminin substratlari

POD aktivitesi 6l¢iimiinde indirgeyici substratlar belirli 6zelliklere sahip olmalidir.
Bunlar;

-Kimyasal dayaniklilig1 yiiksek olmalidir.

-Belirlenmis oksidasyon tirlinti olmalidir.

-Suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmalidir.

-Kanserojen etkisi olmamalidir.
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-Reaksiyonda olusan {iriinleri kolayca 6l¢iilebilmelidir.

POD enzim aktivite 6l¢iimiinde indirgeyici olarak kullanilan substratlarin bazilar

Sekil 2.16.’da gosterilmistir. [84]

OH OH OH
H,C OH S OH
4- metil katekol katekol guaiakol pirogallol

NH2 OH

. COOH @: | —
HO NH, HOOC OH
OH

o- fenilendiamin

kafeik asit gallik asit

HaC—

N NH,
G RSO ]
s —N S - ] { -CO
NH, N SO;”  Hi OCH,
_ NH,*
CHs H,N

ABTS o- dianisidin

Sekil 2.16. Peroksidaz enziminin bazi substratlari [84]
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2.5. Sevketibostan (Cnicus benedictus)

Sevketibostan (Cnicus benedictus), Asteraceae (papatyagiller) familyasina ait bir

bitkidir. Bostanotu, akkiz, miibarekdikeni sevketotu bilinen diger isimleridir [85].

Sevketibostan’in Bat1 Asya ve Giiney Avrupa ana vatani olarak bilinmektedir [86, 87].
Ulkemizde Karadeniz, Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerinde kirlarda, bahgelerde ve
tarla kenarlarinda yabani olarak yetismektedir [88]. Ege bolgesinde, Izmir ¢evresinde

sebze olarak kullanildig1 bilinmektedir [89, 90].

Sevketibostan yabani bir bitkidir. Dikenli bir yapiya sahip olmasindan dolay1
pazarlarda belirli donemlerde bulunabilmektedir. Sevketibostan 50-60 cm
yiiksekligine kadar biiyiiyebilen dikenli yapraklara sahiptir. Yaprak ve sap kisimlar1
tiiylii, yapraklar yesil, sap1 beyazca ve sari ¢igekleri vardir. [91]. Ekim’den Mayis

aylarina kadar, Izmir ¢evresindeki yerel pazarlarda gérmek miimkiindiir.

Sevketibostan bitkisinin fotograflar1 Sekil 4.17. ve 4.20.’de gosterilmistir.

A

Sekil 2.17. Sevketibostan ¢igegi Sekil 2.18. Sevketibostan
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Sekil 2.19. Sevketibostan genel gériinimii Sekil 2.20. Sevketibostan pazardan alinmis hali
2.5.1. Faydalan

Sevketibostan tibbi 6zelliklere de sahip olan bir bitkidir. Toprak iistii ve kok kisimlari
tag diistiriicii ve idrar arttirici olarak kullanilmaktadir. Ruhsatlandirilmis Tiirkiye’de
ilag tiretiminde kullanilan bitkilerden birisidir. Sevketibostan bol miktarda vitamin ve

mineraller bulundurur [92].

Sevketibostan tibbi amacli olarak, idrar soktiiriicii, ates diisiiriicli, adet soktiiriicii,
karaciger giiclendirici, istah arttirici, sarilik azaltici, sindirime yardimci ve gaz
depolanmasini azaltici birgok hastaligin tedavisinde giiclendirici olarak kullanilmistir.
Bobreklerdeki tas ve kumu diisiirmek amaciyla da kullanilmistir. Gilintimiizde,
siskinlik, hazimsizlik, sindirim gii¢liigii (dispepsi) tedavisine kullanilmakta, i¢ kanama
(hemoraji) ve diyare hastaliklarinda kanamay1 durdurma amaciyla, anne siitii arttirici,
agrili adet ve yaralarin iyilestirilmesinde tavsiye edilmektedir. Ayrica antimikrobiyal,
anti-inflamatuar ve antikanser gibi 6zellikleri incelenmis ve olumlu sonuglar elde

edildigi raporlanmistir [93].
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2.4.2. Besin degerleri

100 g Sevketibostan bitkisi tiiketildiginde 17 kcal enerji saglamaktadir. Besin igerigi;
0,48 g protein, 1,45 g karbohidrat, 0,13 g yag, 4,21 g lif, 3,24 mg demir, 35 mg fosfor,
125 mg kalsiyum, 22 mg magnezyum, 328 mg potasyum, 52 mg sodyum, 0,40 mg
¢inko, 20,4 mg C vitamini, 20,4 mg L-askorbik asit, 0,012 mg tiamin, 0,033 mg

riboflavin ve 0,477 mg niasin bulunmaktadir [94].



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullamilan Materyal ve Malzemeler
3.1.1. Kullanilan cihazlar
Calismalar boyunca kullanilan cihazlar ve aletler;

Spektrofotometre : SHIMADZU UV-2600

Vortex : Heidolp Reaxtop
Mikropipetler : Brand Transferpette® S 200 ve 1000 uL’lik
Derin Dondurucu : Ugur UD 100BK

Su Banyosu : Niive Nb20

Santrifiij Cihazi : Niive NF 200

Blender : Hotmix 2155 Beko

pH Metre : Lab 850 SCHOTT

Protein Elektroforezi : PBDS Owl Thermo Scientific
Hassas Terazi : ATX 220 SHIMADZU
Isitica : MSH-20A DAIHAN
Buzdolabi : Beko

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Bu calismada bitki kaynagi olarak Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisi POD

enziminin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in kullanilmistir.

Polivinil pirolidon (PVP), Triton X-100, L-askorbik asit (AsA), disodyum hidrojen

fosfat, sodyum dihidrojen fosfat, amonyum siilfat, t-biitanol, sitrik asit monohidrat, tris
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amino metan hidroklorid, sodyum sitrat, tizma-base, glisin, gliserol, sodyum hidroksit,
asetik asit, sigir serum albiimin (BSA), fosforik asit, hidroklorik asit, etanol, DMSO,
metanol, DMF, kloroform, aseton, SDS (sodyumdodesilsiilfat), amonyum persiilfat
(APS), bromofenol mavisi, Coomassie Brillant Blue R-250, TEMED (N,N,N’,N’,-
tetrametiletilendiamin), p-merkaptoetanol, Coomassie Brillant G-250, hidrojen
peroksit (H202), 4-metil katekol, pirogallol, o-fenilendiamin, gallik asit, kafeik asit,
sodyum azid (NaNs), L-sistein, NaCl, FeCls, FeCl, KCI, CaClz, HgCl,, SnCly, PbCly,
CdCly, CuCl; kimyasallar1 kullanilmistir. Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma-

Aldrich firmalarindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan cézeltilerin hazirlanmasi

Fosfat tamponu (0,1 M, pH:7,0): 6,981 g Na2HPO4.12H20 ve 4,758 g NaH2P04.2H20
tartilarak 350 mL saf suda ¢oziilerek 0,1 M NaOH ile pH 7,0’ye ayarlandi. Toplam

hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

50 mM’lik 4-metil katekol ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 0,124 g 4-metil katekol tartilarak

20 mL saf su ile toplam hacim tamamlanarak ¢6zelti hazirland.

25 mM’lik H20:2 ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 255 pL %30°luk H202 alinarak 100 mL saf

su ile tamamlanarak ¢ozelti hazirlandi.

1,5 M, pH:8,8 Tris-HCl ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 12,114 g tartilarak 60 mL’ye yakin
saf su ile ¢oziilerek pH:8,8’¢ 1,5 M HCI ile ayarlandi. Toplam hacim 100 mL’ye

tamamlanarak ¢0zelti hazirlandi.
1 M pH:6,8 Tris-HCI ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 12,114 g tartilarak 60 mL’ye yakin saf
su ile coziilerek pH:6,8’e 1 M HCI ile ayarlandi Toplam hacim 100 mL’ye

tamamlanarak ¢ozelti hazirlandi.

%10’luk SDS hazirlanmast: 3 g SDS tartilarak 30 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
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%10’luk APS hazirlanmasi: 0,1 g APS tartilarak 1 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

3.2. Peroksidaz (POD) Enziminin izolasyonu

3.2.1. Ham enzim oziitiiniin hazirlanmasi

Kullanilan enzim kaynagi taze olarak Izmir ilinden getirilen Sevketibostan bitkisinden
yapilmistir. Sevketibostan bitkisi kok ve sap kisimlarindan ayrilarak yapraklar1 -20
°C’de dondurucuda depolanmistir. Ham enzim 6ziitii hazirlanirken dondurucuda
depolanmis sevketibostan bitkisinin yapraklarindan 20 gram tartilarak, igerisinde
0,001 M askorbik asit bulunan 60 mL 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ¢ozeltisi, %0,5
PVP ve %4 Triton X-100 kullanilarak pargalama islemi 5 dakika boyunca blendir
yardimiyla yapilmistir. Homojenat 3 kat tiilbentten siiziiliir ve siizge¢ kagidi ile
tekrardan siiziildiikten sonra 4500 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi
cokelti olusmayana kadar devam edilmistir. Elde edilen siipernant ham enzim ekstrakti

olarak enzim karakterizasyonu galismalarinda kullanilmistir ve -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Uclii-faz ayirma teknigi (TPP)

Uglii-faz ayirma teknigi i¢in ham enzim ekstraktina katt amonyum siilfat ve t-biitanol
eklenerek ¢oktiirme islemi yapilmistir. Farkli amonyum siilfat doygunluklar
kullanilmistir. %40, %50, %60, %70, %80, %90 doygunlukta olacak sekilde
hesaplamalar yapilip kati amonyum siilfat tartilmistir. Ham enzim ekstraktindan 2 mL
alinarak iizerine farkli doygunluklarda tartilan amonyum siilfat miktarlar1 yavas yavas
eklenmistir, eklenen amonyum siilfat miktarlarinin ¢6ziinmiis olmasina dikkat
edilmistir. Doygunluga ulasan ham ekstrakta 1:1 (v/v) oraninda t-biitanol eklenmis ve
tiip ters diiz edilerek birka¢ defa tam karigma islemi yapilmistir. Olusan karisim 1 saat
25 °C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon isleminden sonra daha belirgin fazlar
elde edebilmek i¢in 4500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij
isleminden sonra karisim 3 faza ayrilarak iist faz, orta (ara) faz ve alt faz olusmustur.

Organik ¢oziicli bulunduran iist faz yani t-biitanol pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde
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atilmistir. Ara faz ve alt faz birbirinden ayrilarak ara faz 1 mL fosfat tamponunda (0, 1

M, pH 7,0) ¢6ziilmiistiir. Her faz i¢in peroksidaz enzim aktivite tayini uygulanmistir.

3.2.3. Tersiyer biitanol oraninin optimizasyonu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen uygun miktar belirlenerek t-biitanol
optimizasyonu i¢in kullanilmistir. 1 mL enzim ekstrakt1 izerine farkli miktarlarda tert-
biitanol 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 (v/v) olacak sekilde eklenmistir. Farkli miktarlarda t-biitanol
eklenen 6rnekler 1 saat 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir. 4500 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Ust faz pipet yardimiyla atilmistir ve orta faz ile alt faz birbirinden
ayrilmasi saglanarak ara faz 1 mL (0,1 M, pH 7,0) fosfat tamponunda ¢ézilmiistiir.

Her faz icin peroksidaz enzim aktivite tayini uygulanmistir.

3.2.4. Bradford yontemi ile protein miktar tayini

Standart protein grafigi i¢in stok standart protein ¢ozeltisi 1 mg/mL BSA
kullanilmistir. Stok ¢ozeltiden 20 pL, 40 uL, 60 pL, 80 uL, 100 uL alinarak Bradford
cozeltisi ile hacimleri 1 mL’ye tamamlanmistir. 10 dakika boyunca inkiibasyona
birakilir ve absorbanslar1 595 nm’de dl¢iilmiistiir. Grafik 6l¢iim sonuglar1 yardimiyla
cizilmistir (Sekil 3.1.). Bu islemler ham enzim ekstrakti i¢inde uygulanmistir ve grafik

yardimziyla protein miktar tayin edilmistir.
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Sekil 3.1. Bradford yonteminde kullanilan standart grafigi
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3.2.5. SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforez)

Tablo 3.1. %15°1ik ayirma jeli i¢in kullanilan miktarlar

Kimyasallar Miktar

1,5 M Tris HCI (pH:8,8) Tamponu 2,6 mL
%10 SDS 0,1 mL

%30 Akrilamid/Bisakrilamid 5mL
Destile Su 2,2mL

%10 APS 0,1 mL

TEMED 10 uL

Ayirma jeli hazirlanirken Tablo 3.1.°de belirtilen siraya gore tiim kimyasallar bos bir
beher de karistirilir. Buradaki en 6nemli kissm TEMED’in en son eklenmesidir. Ciinkii
TEMED jelin olusmasima yani polimerlesmesine yardimci olur bu yiizden en son

konulmalidir.

Hazirlanan ¢ozelti karnstirilip jel olusmasini saglamak igin iki cam plaka arasina
yiiklenir, listteki bos kalan kismina propanal ya da su eklenerek polimerlesme olmasi
beklenir. Propanol ya da su konulmasinin nedeni yiikleme jeli konuldugu zaman

numunenin yiiriiyebilmesidir.

Jelin polimerlesmesi i¢cin 15-20 dk oda sicakliginda bekletilir. Polimerlesme
gerceklestikten sonra list kismina konulan propanol ya da su bir siizge¢ kagidi

yardimiyla alinir. Yiiriitme jelinin yiiklenmesine hazir hale getirilmis olur.

Tablo 3.2. %5’lik yiiriitme jeli i¢in kullanilan miktarlar

Kimyasallar Miktar

1 M Tris HCI (pH:6,8) Tamponu 1,25 mL
%10 SDS 0,05 mL

%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL
Destile Su 2,975 mL

%10 APS 0,05 mL

TEMED 0,005 mL
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Yirtitme jeli Tablo 3.2.”de belirtildigi gibi tiim kimyasallar bos bir behere konularak,
karistirtlir. TEMED eklendikten sonra ayirma jelinin {izerine yiklenir ve hizli bir
sekilde tarak yerlestirilmelidir. Tarak sayesinde numunelerin eklenecegi kuyucuklar

olusur. Yiikleme jelinin olusmasi i¢in de 15-20 dk oda sicakliginda bekletilir.

Tablo 3.3. Yiikkleme (numune) tamponu i¢in kullanilan miktarlar

Kimyasallar Miktar

1 M Tris-Base (pH:6,8) 0,9 mL

%10 SDS 45 mL

Destile Su 2,1mL

Gliserol 3,75 mL
Bromofenol Blue 6 mg

Enzim ¢ozeltisini jele yiiklemeden 6nce denatiire etmek gerekir. Bunun i¢in yiikleme
(numune) tamponu kullanilir. Yiikleme tamponu hazirlanirken Tablo 3.3.’de
gosterilen kimyasallar kullanilir. Ham enzim ¢ozeltisinden 1’e 1,5 oraninda yiikleme
tamponu konulup, karigtirthir. 15 dk boyunca 95 °C de inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon islemi bittikten sonra buzda bekletilmelidir.

Tablo 3.4. Yiiriitme tamponu i¢in kullanilan miktarlar

Kimyasallar Miktar
Tris-Base 99

Glisin 48,3¢g
SDS 39

Yiiritme tamponunu hazirlamak igin Tablo 3.4.’de yazan miktarlarda kimyasallar

tartilir ve bir miktar suda ¢oziiliip, 1L’ye tamamlanir.

Hazirlanan jel SDS tankina yerlestirilir ve igerisine yiiriitme tamponu eklenir. Jel
lizerinden tarak cikarilir ve olusan kuyucuklara denatiire edilen enzim ¢ozeltileri
konulur. Sonuglar1 yorumlamak i¢in bastaki ya da sondaki kuyucuga Marker
konulmalidir. Elektroforez tanki kapatilarak jel iizerinde proteinler yiiriitme jeli

boyunca 20 mA’de, ayirma jeli boyunca 25 mA’de yiiriitilmiistiir. Yiiriime islemi
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sonlandiktan sonra, jel elektroforez tankindan dikkatli bir sekilde ¢ikartilarak boya
sabitleme (fiksator) ¢ozeltisi igerisinde 30 dk bekletilmistir.

Boya sabitleme isleminden sonra jel boyama c¢ozeltisine yerlestirilerek 4 saat
bekletilmistir. Protein bantlarinin goriiniir hale gelmesi i¢in boya giderme ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Jelden boya tamamen uzaklasana kadar bu islem tekrarlanmistir ve

protein bantlarinin gériiniimii kaydedilmistir.

3.3. Sevketibostan Bitkisinden Peroksidaz (POD) Enziminin Karakterizasyonu

POD enziminin kinetik 6zelliklerinin aragtirilmasinda susbtrat spesifikligi, optimum
pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddet, tuz toleransi, depolanma kararlilig1 ve

cesitli

3.3.1. POD aktivite tayini

Peroksidaz enziminin aktivitesi i¢in (0,1 M, pH 7,0) fosfat tamponu, 50 mM 4-metil
katekol, 25 mM H20> ve ham enzim ekstrakti kullanilmigtir. Absorbans degisimi 420
nm’de 60 saniye boyunca Ol¢iilmiistiir. Sicaklik, pH, substrat spesifikligi, enzim
aktivitesi tayinleri iginde ayn1 yontem uygulanmustir. Olgiimler aktivite tayininde 3

tekrarli yapilmigtir.

3.3.2. Substrat spesifikligi

Peroksidaz enziminin 5 farkli substrat kullanilarak substrat spesifikligi aktivitesi
belirlenmistir. Kullanilan substratlar; 4-metil katekol, pirogallol, o-fenilendiamin,
kafeik asit, gallik asit ve hidrojen peroksittir. Her substrat i¢in 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 mM
konsantrasyonlarda aktivite Ol¢iimleri yapilmistir. Her bir substrat icin kaydedilen
sonuclar yardimiyla grafikler ¢izilerek Km Ve Vmax degerleri hesaplanarak substratlar

birbirleriyle kiyaslanmistir. Kullanilan tiim substratlarda enzim aktivitesi gdstermistir.
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3.3.3. pH etkisi

Sabit H20; substrati varliginda POD enzim aktivitesi, pH 3,0-9,0 hazirlanan tamponlar
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Enzim aktivite tayini spektrofotometrik yontemle 420 nm’de
60 sn boyunca absorbans artig1 gézlemlenerek gerceklestirilmistir.

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanisi asagida anlatildigi sekilde yapilmistir.

pH 3,0-5,5 tamponlarinin hazirlanmast;
Toplam hacimleri 250 mL olan farkli iki ¢ozelti hazirlanarak bunlardan Tablo 3.5.’de

belirtilen miktarlarda karistirilarak pH’lar1 dlgiilerek hazirlanmistir.

1. ¢ozelti: Sitrik asit monohidrattan 5,26 g tartilarak 250 mL saf su ile tamamlanmustir.

2. ¢ozelti: Sodyum sitrattan 7,353 g tartilarak 250 mL saf su ile tamamlanmuistir.

Tablo 3.5. 0,1 M sitrik asit tamponunun hazirlanmasi

pH 1. ¢ozelti (mL) 2. cozelti (mL)
3,5 15 10
4,0 25 20
4,5 25 28
5,0 15 30
55 10 35

pH 6,0-7,5 tamponlar1 i¢in fosfat tamponu kullanilmigtir.

pH 8,0-9,0 tamponlarinin hazirlanmast;

Trizma HCI ve Trizma Base kullanilarak farkli iki ¢ozelti hazirlanmistir ve Tablo

3.6.’da belirtilen miktarlarda karistirilarak pH’lar1 dl¢iilerek hazirlanmistir.

1. ¢ozelti: Tris amino metan hidrokloritten 3 g tartilarak 100 mL saf su
tamamlanmuistir.

2. ¢ozelti: Trizma-base den 3 gram tartilarak 150 mL saf su tamamlanmistir.
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Tablo 3.6. 0,1 M tris tamponunun hazirlanmasi

pH 1. ¢cozelti (mL) 2. ¢ozelti (mL)

8,0 45 42
8,5 15 27
9,0 6 40

3.3.4. Sicaklik etkisi

POD enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 °C’lerde enzim aktivitesine 420 nm’de 60 sn boyunca absorbanstaki artisi
izlenmistir. Sicaklik degisimleri i¢in yiiksek sicakliklarda sicak su banyosu ve diisiik
sicakliklarda ise buz banyosu kullanilmistir. 10 mM’lik 4-metil katekol substrati

kullanilmastir.

3.3.5. Enzim Kinetigi

0,05 mM ile 10 mM arasinda degisen substrat ¢ozeltileri kullanilarak enzim kinetigi
Ol¢iilmiistiir. Kinetik ¢alismalarda 5 farkli substrat (4-metil katekol, pirogallol, o-
fenilendiamin, kafik asit, gallik asit) ¢ozeltileri kullanilarak Michaelis-Menten sabiti
(Km) ve POD enzimin maksimum hizinin (Vmax) hesaplanmasi i¢in spektrofotometrik
olarak 420 nm’de 60 sn absorbans artis1 izlenmistir. Ilk hiz degerleri elde edilen
sonuglar kullanilarak absorbans-zaman grafiginden hesaplanmistir. Lineweaever-Burk
grafiginde ilk hiz degerleri kullanilarak (1/V’ye karst 1/[S]) Vmax Ve Km degerleri

hesaplanmuistir.

3.3.6. Sevketibostan bitkisinden POD aktivitesi iizerine madde etkileri

3.3.6.1. Inhibitér etkisi

POD enziminin inhibitorlerin etkilerini incelemek tizere askorbik asit, sodyum azid ve

L-sistein kullanilarak ti¢ farkli inhibitor ile aktivite tayinleri yapilmistir. Kullanilan her

inhibitdr i¢in Iso degerleri hesaplanarak sonuglar kaydedilmistir.
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Inhibitdr etkisi aktivite tayininde sabit enzim (100 pL), 1 mM’lik H202 (120 pL), 3
mM’lik 4-metil katekol (180 pL) ve farkli inhibitdr konsantrasyonlar1 kullanilarak
spektrofotometrik yontem ile 420 nm’de 60 sn aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Kullanilan
inhibitorler i¢in ayr1 ayr1 % Bagil Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek enzim aktivite

birimini yartya indiren substrat konsantrasyonu Iso hesaplanmaistir.

3.3.6.2. Metallerin etkisi

POD enzimine metal etkisi tayininde FeCls, FeCl, KCI, NaCl, CaClz, HgCl2, SnClz,
PbClz, CdClz, CuCly metalleri 1 mM, 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarinda
¢ozeltileri hazirlanarak sabit enzimle beraber 1 saat inkiibe edilerek aktivite 6l¢iimii
yapmaya hazir hale getirilmistir. 3 mM 4-metil katekol, 1 mM H»O: ve inkiibe edilen
metalli enzim ¢6zeltisi kullanilarak spektrofotometrik olarak 420 nm’de 60 sn aktivite
Olctimleri gerceklestirilmistir. % Kalan aktivite degerleri metalli ve metalsiz enzim

aktivite degerleri karsilastirilarak hesaplanmustir.

3.3.6.3. Organik coziicii etkisi

POD enzim aktivitesinin organik ¢oziiciiler varliginda etkisini gozlemlemek amaciyla
5 adet organik ¢oziicli kullanilmistir. DMSO, DMF, etanol, aseton, t-biitanol kullanilan

organik c¢oziiciilerdir.

Enzim aktivite tayininde sabit enzim (100 pL), 3 mM 4-metil katekol (180 uL), I mM
H202 (120 pL) substratlar1 ve %5, %10, %15, %20, %25, %30 olmak iizere organik
coziciiler kullanilmistir. UV-Vis spektrofotometrisi ile 420 nm’de 60 sn boyunca
aktivite Ol¢timleri yapilmistir. % Kalan aktivite degerleri organik ¢6ziicli bulunmayan

ve organik ¢Oziicii bulunan enzim aktivite degerleri karsilastirilarak hesaplanmastir.
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3.3.6.4. Iyonik siddet etkisi

POD enzim aktivitesini belirlemek iizere 1-5 mM arasinda degisen NaCl ¢ozeltileri

kullanilarak optimum iyonik siddet etkisi belirlenmistir.

Enzim aktivite tayininde sabit enzim (100 puL), 3 mM 4-metil katekol, 1 mM H.0>
substratlar1  kullanilarak ~ farkli  konsantrasyonlardaki NaCl ile Uv-Vis

spektrofotometrisi ile 60 sn boyunca 420 nm’de absorbans 6l¢timleri yapilmistir.

3.3.6.5. Enzimin tuz toleransi

POD enziminin tuz toleransimi belirlemek i¢in 1-5 mM arasinda degisen NaCl
¢ozeltileri ile enzim 2 saat boyunca inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon isleminden
sonra enzim aktivite tayini yapilir. Enzim aktivite tayini i¢in 1 mM H202, 3 mM 4-
metil katekol substratlari ve sabit enzim kullanilarak Uv-Vis spektrofotometrisi ile 60

sn boyunca 420 nm’de absorbans Sl¢iimleri yapilmistir.

3.3.7. Enzimin depolanma kararhhg

POD enzimi -20 °C ve oda sicakliginda (25°C) depolanma kararlilig1 ¢aligilmstir.

Farkli sicakliklardaki depolanma kararliliginin tespit edilebilmesi i¢in -20 °C enzim
depolanma kararlilig1 3-4 giinde bir ve 25 °C enzim depolanma kararlilig1 igin saaat
basi ham enzim o6ziitlinlin 420 nm’de 60 sn boyunca spektrofotometrik kinetik
Olgtimleri yapilmis ve kaydedilmistir. 3 mM 4-metil katekol ve 1 mM H20>

substratlar1 kullanilmstir.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR VE SONUCLAR

4.1. Peroksidaz (POD) Uclii-Faz Ayirma Teknigi ile Saflastirilmasi

POD enziminin aktivite tayini Uglii-faz aymrma teknigi (TPP) 420 nm’de

spektrofotometrik yontemle yapilmistir. Elde edilen sonuclar ile POD aktivite

degisimi Sekil 4.1.’de ve Sevketibostan peroksidaz enziminin saflastima sonuglari

Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

POD Aktivitesi (EU/mL)
-

2,5

15

0,5

Sekil 4.1. TPP ara faz POD aktivite degisimi

237

171 1,78 1,77 1,72

1'27 l l l l
40 50 60 70 80 90

Amonyum Siilfat Miktar:1 (%w/v)

Tablo 4.1. Sevketibostan POD enziminin TPP ile saflastirma sonuglari

Adim Hacim | Aktivite | Toplam | Protein | Toplam | Spesifik | Saflastirma | Saflastirma
(mL) | (EU/mL) | Aktivite | (mg/mL) | Protein | Aktivite | Katsayisi Verimi
(EV) (mg) | (EU/mg) (%)
Ham 30 0,57 17,1 0,161 4,83 3,54 1 100
Ekstrakt
TPP
(Ara 2 4,74 9,48 0,0652 0,1304 72,69 20,53 55,44
Faz)




39

4.2. Tersiyer Biitanol Oraminin Optimizasyonu

TPP yontem sonuglarina gore en uygun amonyum siilfat miktar1 kullanilarak farkli
oranlarda t-biitanol ve sabit ham ekstrakti kullanilmistir. Degisen t-biitanol oranlari
0,5-1,0-1,5-2,0 mL ve ham enzim ekstraktindan 1 mL olarak kullanilmistir. Bu yontem

sonucunda POD enziminin elde edilen aktivite degerleri Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

—~ 2,5 T
- 2,03
§ 2 1 1.789
o)
= 1,438
= 1514 1,308
7]
S
= 11t
N
=
05 T
a
Qo
n-l 0 T T T T d
0,5 1 1,5 2

t-biitanol miktari (mL)

Sekil 4.2. Tersiyer biitanol ara faz POD aktivite degisimi

4.3. SDS-PAGE ile Enzim Saflik Kontrolii

Bolim 3.2.5.°de anlatildig1 gibi SDS jel elektroforezi sonuglarina uygun olarak
standart protein karigimindaki, enzim kaynagi ve 6rnek protein bantlar1 Sekil 4.3.’de
gosterilmigtir. Enzimin molekiil agirligi Rf-log MW grafiginden 63 kDa olarak

bulunmustur.
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250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa
50 kDa

37 kDa

10 kDa

Sekil 4.3. SDS-PAGE sonucunda elde edilen jel fotografi

SDS-PAGE sonucunda elde edilen jel {izerinde olusan standart protein ve enzim igin
jel tzerindeki uzakliklar1 olgiilerek Rf degerleri hesaplanarak Rf-log MW grafigi
cizilmistir ve Sekil 4.4.’de gosterilmistir. Elde edilen standart grafik denkleminden

Sevketibostan POD enziminin molekiil agirligi bulunmustur.

y = -2,0936x + 2,5922
»-. R?=0,9912

0 f f f f f f f |
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8
Rf

Sekil 4.4. SDS-PAGE sonucu gizilen Rf- log MW grafigi
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4.4, Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Sevketibostan bitkisinden Bradford yontemi ile toplam protein miktar tayini
yapilmistir. Elde edilen sonuglar da 100 uL’sinde ham ekstratta 0,161 mg/mL protein

bulunmustur.
4.5. Peroksidaz Enziminin Karakterizasyonu

4.5.1. pH etkisi

POD enzimi 3,5 ile 9 pH’lar1 arasinda degisen tamponlar hazirlanarak 4-metil katekol
ve H;0; substratlar1 kullanilarak 420 nm’de 60sn boyunca aktivite Ol¢iimleri
yapilmistir. Spektrofometrik yonlemle dlgiilen sonuglar kullanilarak 4-metil katekol

substrati i¢in optimum pH’1 7,0 olarak bulunmustur (Sekil 4.5.).

120 +

100 +

0]
o
1
T

% Bagil Aktivite
B (2]
o o

N
o
I
T

Sekil 4.5. Sevketibostan POD enzimi optimum pH grafigi
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4.5.2. Sicakhk

POD enzimi 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 °C’lerde 4-metil katekol ve H20>
substratlar1 kullanilarak 420 nm’de 60 sn boyunca aktivite Ol¢timleri yapilmistir.

Spektrofometrik yonlemle 6l¢iilen sonuglar kullanilarak 4-metil katekol substrati i¢in

optimum sicaklik 30 °C olarak bulunmustur (Sekil 4.6.).

120 1
100
2 80
2
~
=<
< 60
>80
&
40
X
20
0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; /

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.6. Sevketibostan POD enzimi optimum sicaklik grafigi

4.5.3. Enzim Kinetigi

POD enzim kinetigi 4-metil katekol, H202, pirogallol, o-fenileniamin, kafeik asit ve
gallik asit substratlar1 kullanilarak 420 nm’de 60 sn boyunca spektrofotometrik
yontemle Ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglar kullanilarak her substrat i¢in Sekil 4.7.-
4.26.’da Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerde

olusan denklemler kullanilarak her substrat i¢in Vmax V& Km degerleri hesaplanmistir.

Sonuglar Tablo 4.2.’de gosterilmistir.



0,006 -

0,005 -

0,004 -

0,003 ~

0,002 -

0,001 +

43

1 2 3 ! °
[4-metil katekol] (mM)

Sekil 4.7. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit H202 konsantrasyonu farkli 4-metil katekol substratinin doygunluk

egrisi
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1 y = 158,91 + 145,32

R>=0,9891
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1/[4-metil katekol] (mM -1)

Sekil 4.8. Sevketibostan POD enzimi igin sabit H2O, konsantrasyonu farkli 4-metil katekol substratinin

Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.9. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit 4-metil katekol konsantrasyonu farkli H202 substratinin doygunluk

egrisi
300 S
L'y = 64,461x + 174,67
R2=0,9742
250 +
> *-
i . o*
® ..
200 + Y O
. .. ‘
-0,5 0 05 1 1,5 2

1/[H,0,] (mM1)

Sekil 4.10. Sevketibostan POD enzimi igin sabit 4-metil katekol konsantrasyonu farkli H202 substratinin
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.11. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit H202 konsantrasyonu farkli pirogallol substratinin doygunluk

egrisi
400 + R S
350 1
® .7 y=10883x+193,22

> 300 4+ o R2=10,9664
o ot

250 1 &
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Sekil 4.12. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit H202 konsantrasyonu farkli pirogallol substratinin Lineweaver-

Burk grafigi
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Sekil 4.13. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit pirogallol konsantrasyonu farkli H202 substratinin doygunluk

egrisi
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Sekil 4.14. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit pirogallol konsantrasyonu farkli H2O2 substratinin Lineweaver-

Burk grafigi
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[o-fenilendiamin] (mM)

Sekil 4.15. Sevketibostan POD enzimi igin sabit H202 konsantrasyonu farkli o-fenilendiamin substratinin

doygunluk egrisi
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Sekil 4.16. Sevketibostan POD enzimi igin sabit H202 konsantrasyonu farkli o-fenilendiamin substratinin

Lineweaver-Burk grafigi



0,003 -

0,0025 +

0,002 ~

>
0,0015 +

0,001 “

0,0005 +

48

2
[H,0,] (mM)

Sekil 4.17. Sevketibostan POD enzimi igin sabit o-fenileniamin konsantrasyonu farkli H2O2 substratinin doygunluk

egrisi
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Sekil 4.18. Sevketibostan POD enzimi igin sabit o-fenilendiamin konsantrasyonu farkli H2O2 substratinin

Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.19. Sevketibostan POD enzimi igin sabit Kafeik asit konsantrasyonu farkli H202 substratinin doygunluk

egrisi
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Sekil 4.20. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit H202 konsantrasyonu farkli kafeik asit substratinin Lineweaver-

Burk grafigi
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Sekil 4.21. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit kafeik asit konsantrasyonu farkli H202 substratinin doygunluk

egrisi

v

400

350

300

250

200

150

[

- ®
Lty =137,78x + 119,36
.. R2=0,9789
o
0,5 1 15 2

H,0,] (mM-)

Sekil 4.22. Sevketibostan POD enzimi i¢in sabit kafeik asit konsantrasyonu farkli H202 substratinin Lineweaver-

Burk grafigi
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Sekil 4.23. Sevketibostan POD enzimi igin sabit H202 konsantrasyonu farkli gallik asit substratinin doygunluk

egrisi
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Sekil 4.24. Sevketibostan POD enzimi igin sabit H2O2 konsantrasyonu farkli gallik asit substratinin Lineweaver-

Burk grafigi
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Sekil 4.25. Sevketibostan POD enzimi igin sabit gallik asit konsantrasyonu farkli H202 substratinin doygunluk

egrisi
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Sekil 4.26. Sevketibostan POD enzimi igin sabit gallik asit konsantrasyonu farkli H20O2 substratinin Lineweaver-

Burk grafigi
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Tablo 4.2. Sevketibostan POD enzimi substrat spesifikligi Km ve Vmax degerleri

Substrat Km (MM)  Vmax (EU/dK) Km Vimax
Sabit H:02.  Sabit H20> (mM) (EU/dK)
4-metil katekol 1,094 0,0068 0,37 0,0057
Pirogallol 0,56 0,0052 1,50 0,012
o-fenilendiamin 0,206 0,0027 0,38 0,0028
Kafeik Asit 0,70 0,011 1,16 0,0082
Gallik Asit 0,91 0,0055 0,53 0,0006

4.5.4. inhibitor etkisi

Sevketibostan bitkisinden POD enzimi iizerine ii¢ farkli inhibitor etkisi incelenmistir.
Calismada askorbik asit, L-sistein ve NaNs inhibitorleri kullanilmistir. Calisma
sonucunda askorbik asit ve NaN3z inhibitor etkisi gosterirken L-sistein gdstermemistir.
Askorbik asit ve NaNs inhibitorlerinin % bagil aktivite ve Lineweaver-Burk grafikleri
Sekil 4.27.-4.30.’da gosterilmistir. Grafiklerden elde edilen sonuglar ile K ve Isg
degerleri hesaplanarak Tablo 4.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. Sevketibostan POD enzimi iizerine askorbik asit etkisi
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Sekil 4.28. Sevketibostan POD enzimi {izerine sodyum azid etkisi
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Sekil 4.29. Sevketibostan POD enzimi askorbik asit Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.30. Sevketibostan POD enzimi NaN3 Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 4.3. Sevketibostan POD enzimi iizerine inhibisyon tiirleri, Ki ve Iso degerleri

Inhibitor Ki(mM) Iso (mM)  Inhibisyon Tiirii
Askorbik Asit 0,52 0,39 Non-kompetitif
NaNs 6,57 6,15 Non-kompetitif

4.5.5. Metal etkisi

Sevketibostan bitkisinden Boliim 3.3.6.2.°de anlatildigi gibi POD enzimine metal
etkisi tayininde Fe*®, Fe*2, Hg*?, Sn*2, Pb*2, Cd*?, Cu*?, K+, Na*, Ca* metalleri 1 mM,
5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak aktiviteye etkisi
incelenmistir. Elde edilen sonuglar ile % kalan POD aktivite degerleri Sekil 4.31.’de

grafik halinde gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Sevketibostan POD enzimi iizerine metal etkisi grafigi
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1l mM
m5mM
m10 mM

Tablo 4.4.’de Sevketibostan bitkisinden POD enzimi iizerine metal etkilerinin

sonuglar1 gosterilmistir. Sonuglara gére 1 mM konsantrasyonda Fe*, K*, Ca*2, Sn*?,

Cd*2 metalleri POD enzimini aktive ederken, diger metaller inhibe etmistir.

Tablo 4.4. Sevketibostan POD enzimi iizerine metal etkisi sonuglart

% Kalan POD Aktivite

Metaller Metal Konsantrasyonu
1 mM 5mM 10 mM
Kontrol 100 100 100
Fe*s 156 17 -
Fe*? 90 47 17
K* 100 37 -
Na* 97 47 20
Ca* 106 40 6
Hg*2 60 13 -
Sn*2 110 23 3
Pb*? 80 23 -
Cd* 103 33 10
Cu*? 86 13 12
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4.5.6. Organik coziicii etkisi

Sevketibostan bitkisinden POD enzimi tlizerine DMSO, DMF, etanol, aseton ve t-
biitanol organik ¢oziiciilerinin %5, %10, %15, %20, %25 (v/v) olacak sekilde
aktiviteye etkisi incelenmistir. % kalan POD aktivite degerleri hesaplanarak Sekil

4.32.’de grafik halinde gdsterilmistir.

100

90
L 80
S 70 m Kontrol
g 60 %5 viv
QO 5o m %10 v/iv
Q 4 %15 viv
8 30 W %20 v/v
S 2 %625 viv
S 10

DMSO DMF Etanol Aseton t-biitanol

Organik Coziicii

Sekil 4.32. Sevketibostan POD enzimi {izerine organik ¢oziicii etkisi grafigi

Tablo 4.5.°de Sevketibostan bitkisinden POD enzimi {lizerine organik ¢oziicii
etkilerinin sonuglar1 gosterilmistir. Sonug olarak yiizde organik ¢oziicii miktar1 arttikca

enzimin inhibe oldugu goériilmistiir.

Tablo 4.5. Sevketibostan POD enzimi iizerine organik ¢oziicii etkisi sonuglari

% Kalan POD Aktivite
Organik Céziicii (v/v) %5 %10 %15 920 %25
Kontrol 100 100 100 100 100
DMSO 73 60 33 22 5
DMF 71 45 29 27 3
Etanol 63 45 20 2 -
Aseton 88 58 41 22 5
t-biitanol 90 73 40 10 -
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4.5.7. Optimum iyonik siddet

Sevketibostan bitkisinden POD enzimi {izerine NaCl’iin 1 mM ile 5 mM arasinda
degisen ¢ozeltileri hazirlanarak aktiviteye etkisi incelenmistir. Sonuglar hesaplanarak
% bagil aktivite grafigi olusturulmustur ve Sekil 4.33.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Sevketibostan POD enzimi iizerine optimum iyonik siddet grafigi
4.5.8. Enzimin tuz toleransi

Sevketibostan bitkisinden POD enziminin tuz toleransini NaCl’iin 1 mM ile 5 mM
arasinda degisen cozeltilerde 2 saat inkiibe edilerek aktiviteye etkisi incelenmistir.

Sonuglar hesaplanarak % bagil aktivite grafigi olusturulmustur ve Sekil 4.34.°¢

gosterilmistir.



59

140 +
120
100
]
£ ®
=
<_ﬂ 60
& 40
X
2+
0 } } } } }
0 1 2 3 4 5
[NaCl] (mM)

Sekil 4.34. Sevketibostan POD enzimi NaCl tuz tolerans grafigi

4.5.9. Enzimin depolanma kararhhgi

Sevketibostan bitkisinden POD enziminin depolanma kararlilig1 i¢in -20 °C ‘de 3-4
giinde bir spektrofotometrik olarak 420 nm’de 60 sn boyunca 3 mM 4-metil katekol
ve 1 mM H20: substratlar1 kullanilarak Sl¢iimler gergeklestirilmistir. Elde edilen

sonuglar ile % bagil aktivite grafigi olusturulmustur (Sekil 4.35.).
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Sekil 4.35. Sevketibostan POD enziminin -20 °C’deki aktivitesinin zamanla degisim grafigi
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Sevketibostan bitkisinden POD enziminin depolanma kararliligi i¢in 25 °C’de (oda
sicakliginda) her saat basi spektrofotometrik yontemle 420 nm’de 60 sn siiresince 3
mM  4-metil katekol ve 1 mM HO2 substratlar1 kullanilarak Glgiimler
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar ile % bagil aktivite grafigi olusturulmustur

(Sekil 4.36.).
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Sekil 4.36. Sevketibostan POD enziminin oda sicakligindaki aktivitesinin zamanla degisim grafigi



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen peroksidaz

(POD) enzimi incelenmistir.

POD enzim aktivitesi H20. ve 4-metil katekol substratlari kullanilarak
spektrofotometrik yontemle UV-Vis ile 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans artislari
gbzlemlenerek yapilmistir. POD enziminde H2O, substrati varliginda yapilmistir.
Bunun sebebi olarak hidrojen peroksitin suya indirgenmesiyle enzimin
yiikseltgenmesidir. POD enzimi yiikseltgenerek ortamda bulunan substrati da

yiikseltger ve ortamdan harcanmadan ¢ikmis olur.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinin yaprak kisimlarindan POD enzimi izole
edilerek ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen POD enzimi -20 °C’de izole edilmistir.

+4 °C’de ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmistir.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden peroksidaz (POD) enzimi iglii-faz
ayirma teknigi (TPP) ile saflastirilmistir. TPP ile saflastirilan POD enzimi SDS-PAGE
yontemi ile 63 kDa olarak bulunmustur. Koktepe (2018) kuru fasulyeden POD
molekiil agirhigini 45 kDa olarak bulmustur [42]. Koksal (2007) karnabahardan POD
molekiil agirligini 44 kDa olarak bulmustur [63]. Pandey ve arkadaslar1 (2012) papaya
meyvesinden POD molekiil agirhigin1 70 kDa olarak bulmuslardir [38]. Giilgin ve
arkadag1 (2005) kara lahanada POD molekiil agirligint 95 kDa olarak bulmuglardir
[21]. Deepa ve arkadasi (2002) hurma yapragi yagindan POD molekiil agirligint 48
kDa olarak bulmuslardir [14]. Literatiir sonuglar1 ile hesaplanan POD molekiil

agirliginin uygun oldugunu gostermistir.
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Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enziminin optimum
pH’mi belirlemek i¢in 4-metil katekol ve H>O> substratlari kullanilarak yapilmistir. Bu
calisma sonucunda optimum pH degeri 7,0 olarak bulunmustur. Pomar ve arkadaslari
(1997) biber asidik POD enziminin optimum pH degerlerinin 6,0-9,0 arasinda
degistigini bulmuslardir [31]. Saraiva ve arkadaslar1 (2007) zeytinden optimum pH’1
7,0 olarak bulmuslardir [15]. Fang ve arkadaslar1 (2008) kividen pH degerlerinin 6,0-
8,5 arasinda degistigini bulumsardir [75]. Literatiir sonuglari ile hesaplanan optimum

pH degerinin uygun oldugunu gostermistir.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enziminin optimum
sicakligini belirlemek i¢in 4-metil katekol ve H2O> substratlar1 0, 5, 10 .20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 °C’lerde galisiimistir. Bu ¢aligma sonucunda optimum sicaklik degeri
30 °C olarak bulunmustur. Koksal (2007) karnabahardan POD enziminin optimum
sicaklik degerlerini 25-50 °C arasinda degistigini gostermislerdir [63]. Belcarz ve
arkadaslar1 (2008) lahanadan POD enziminin optimum sicaklik degerini 40 °C olarak
bulmustur [13]. Saraiva ve arkadaslar1 (2007) zeytinden optimum sicaklik degerini
34,7 °C olarak bulmuslardir [15]. Literatiir sonuglari ile hesaplanan optimum sicaklik

degerinin uygun oldugunu gostermistir.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enziminin substrat
spesifikligini belirlemek i¢in bes farkli substrat kullanilarak aktivite tayinleri
yapilmistir. Substrat olarak 4-metil katekol, pirogallol, o-fenilendiamin, kafeik asit,
gallik asit ve H20 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar kullanilarak doygunluk egrileri
ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden Vmax ve Km degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2.°de gosterilmistir. Enzim kinetigi
caligmalar1 sonucunda POD enziminin substrat spesifikligi biiyiikten kii¢iige dogru
siralanirsa o-fenilendiamin, pirogallol, kafeik asit, gallik asit ve 4-metil katekol olarak
bulunmustur. Turgut (2009) deve dikeni bitkisinden POD enziminin substrat
spesifikligi biiyiikten kiiclige dogru siralamasi o-fenilendiamin, pirogallol, o-
dianisidin, kafeik asit, ABTS, 4-metil katekol, katekol, guaiakol olarak bulmustur [43].
Diizcan (2010) karahindibadan POD enziminin substrat spesifikligi biiylikten kiiglige

dogru siralamasi kafeik asit, ABTS, o-dianisidin, gallik asit, pirogallol, o-
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fenilendiamin, 4- metil katekol, katekol, guaiakol olarak bulmustur [41]. Literatiir
calismalar1 ile Sevketibostan bitkisinden POD enziminin substrat spesifikligi

uygunluk gdstermistir.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enzimine inhibit6r
etkisini belirlemek i¢in ii¢ farkli inhibitér kullanilarak aktivite tayinleri yapilmistir.
Inhibitér olarak askorbik asit, NaN3 ve L-sistein kullamilmustir. Ik olarak enzim
aktivitesini yartya (%50) diisliren inhibitor konsantrasyonu (Iso) bulunmustur. Iso
degerleri baz alinarak bu degerin alt ve iist degerleri kullanilarak tekrar aktivite
Olctimleri yapilmistir. Her inhibitor i¢in belirlenen konsantrasyonlardaki sonuglar ile
1/V-1/[S] grafikleri ¢izilmistir. Bu grafikten yararlanarak inhibitorlii konsantrasyonlar
ve inhibitorsiiz konsantrasyon degerleri kullanilarak Kj ve inhibisyon tiirleri
belirlenmistir. Sonuclar Tablo 4.3.’de gosterilmistir. Bu calismada L-sistein inhibitor
etkisi gostermemistir. Askorbik asit ve NaN3 inhibitorleri yarismasiz (non-kompetitif)
inhibisyon sonucuna ulasilmistir. Turgut (2009) deve dikeninde Askorbik asit, NaN3
inhibisyona ugrattigini bulmustur [43]. Diizcan (2010) karahindiba bitkisinde
Askorbik asit, NaN3 ve L-sisteinin inhibisyona ugrattigini bulmustur [41]. Denli
(2013) kiwano bitkisinde NaN3 ve L-sisteinin inhibisyona ugrattiginit bulmustur [40].
Calisma sonucunda L-sistein hari¢ diger inhibitorlerin POD enzimi iizerinde literatiir

sonuglari ile benzer etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enzimine metal
etkisini belirlemek icin Fe*3, Fe*2, Hg*?, Sn*?, Pb*2, Cd*2, Cu*?, K*, Na*, Ca* metalleri
1 mM, 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri kullanilarak
aktiviteye etkisi incelenmistir. Sonuglar grafik halinde Sekil 4.31.’de sunulmustur.
Sevketibostan (Cnicus benedictus) bikisinde Fe*2, Na*, Hg*?, Pb*?, Cu*? metalleri
POD enzimini inhibe ettigi, Fe*3, K*, Ca*?, Sn*2, Cd*2 metallerinin ise POD enzimini
aktivasyona ugrattigi sonuglar elde edilmistir. Denli (2013) kiwano bitkisinde metal
etkisi alismasinda Mg*?, Fe*2, Pb*2, Sn*? enzim iizerinde inhibisyona, Fe*3, Hg'?,
Ba*?, Ca*, Li*l, Co™?, Mn*?, Na', K™, Ni*2, Cd*?, Al*® metallerinin ise aktivasyona
sebep oldugunu bulmustur [40]. Literatiir sonuglar1 ile enzim {izerine metal etkisi

sonuglarinin uygun oldugunu gostermistir.
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Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enzimine organik
¢Oziicii etkisini belirlemek icin DMSO, DMF, etanol, aseton ve t-biitanol ¢oziiciileri
%S5, %10, %15, %20, %25 (v/v) olacak sekilde aktiviteye etkisi incelenmistir. Sonuglar
grafik halinde Sekil 4.32.’de sunulmustur ve yilizde organik ¢oziicii miktar1 arttikca

enzimin inhibe oldugu gorilmiistiir.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enzimine optimum
iyonik siddet ve enzimin tuz toleransini belirlemek i¢in NaCl’iin 1 mM ile 5 mM
arasinda degisen ¢ozeltileri hazirlanarak aktiviteye etkisi incelenmistir. Sonuglar Sekil
4.33. ve Sekil 4.34.’de sunulmustur. Optimum iyonik siddet ¢aligmalar1 sonucunda
NaCl ¢ozeltisinin 5 mM konsantrasyonunda optimum iyonik siddet gostermektedir.
Tuz toleransi ¢caligmalar1 sonucunda NaCl ile 2 saat inkiibe edilen enzimin aktivitesinin
diistiigii goriilmiistiir. Denli (2013) kiwano bitkisinde optimum iyonik siddeti 4 mM
olarak bulmustur [40]. Literatiir ¢alismalar1 ile optimum iyonik siddet sonuglari

benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden izole edilen POD enzimine oda
sicakliginda ve -20 °C’deki depolanma kararlilig1 incelenmistir. -20 °C’de izole edilen
enzim 3-4 giinde bir spektrofotometrik olarak 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans
artist izlenerek sonuglar kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar % bagil aktivite-zaman
(glin) grafigi Sekil 4.35.’te gosterilmistir. Oda sicakligindaki enzim depolanma
kararlilig1 i¢in her saat basi aktivite dl¢limii yapilmistir. Elde edilen sonuglar % bagil
aktivite-zaman (saat) grafigi Sekil 4.36.°da gosterilmistir. Sonuglara gore
Sevketibostan (Cnicus benedictus)’dan izole edilen POD enzimi saat ve giin gectikge

aktivitesini kaybettigi belirlenmistir.

Sonug olarak Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden peroksidaz (POD)

enziminin saflagtirilmasi ve karakterizasyon calismalari ilk kez calisilmigtir.

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisi Tiirkiye’nin bir¢ok yerinde kendi kendine
biiyiiyen yabani bir bitkidir ve yetistiriciligine yeni baslanmistir. Bu sebeple

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinin enzim ¢aligmasinin yapilmasi literatiire
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katki saglayacagi gibi yapilacak olan ¢alismalara ek kaynak olarak 1sik tutacagi

disiiniilmektedir.
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