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SARIMSAK FILIZINDEN ASIT FOSFATAZIN KISMi SAFLASTIRILMASI
VE KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Enzimler bitiin yasayan hiicrelerde bulunan ve metobolik prosesleri kontrol eden,
protein yapisindaki Katalizorlerdir. Proseste harcanmadan, ¢ok yavas ilerleyen
kimyasal reaksiyonlan hizlandirirlar.

Asit Fosfataz enzimi dogada c¢ok yaygin fakat dusiuk miktarlarda bulunan bir
enzimdir. Cegitli fosfataz esterlerini katalizleyen pH optimumu 6 olan bir enzimdir.

Caligmada, sarimsak filizlerinden asit fosfatazin izolasyonu ve kismi saflagtiriimast
hedeflenmis ve enzimin bazi kinetik 6zellikleri saptanmstir.

Saflastirmada, p-nitrofenilfosfat (pNPP) ve p-nitrofenol (pNP) kullanilarak yapilan
deneysel caligmalar sonucunda baglangica gore sirasiyla 20 ve 17 kat saflagma
saglannmugtir.

(Calisma kapsaminda substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu,
aktivasyon enerjisi ve stabilite profilleri incelenmistir.

Optimum izolasyon pH ve sicakhk degerleri 6 ve 50 °C olarak tespit edilmistir.
Enzimin aktivasyon enerjisi ise 10 ile 20 kcal. olarak belirlenmistir.Kinetik
sabitlerinden biri olan Michealis Menten sabitleri de V,, - K, olmak lzere sirastyla
100 mM/sn -21.27 mM (pNPP) ve 20 mM/sn — 8.33 (pNP) hesaplanmustir.
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KINETIC PARAMETERS AND CHARACTERIZATION OF GARLIC
SEEDLING ACID PHOSPHATASE

SUMMARY

Today’s biotechnological methods are capable to supply a multitude of enzyme
variations. To develop economically and ecologically competitive bioconversion
processes one has to gather as much information as possible as early stage of process
development to determine further investigations.The application of enzymes in
organic/inorganic synthesis has become increasingly important in the last decade.

Like any other catalyst, an enzyme brings the reaction catalyzed to its equilibrium
position more quicly than would occur otherwise; an enzyme cannot bring about a
reaction with an unfavorablechange in free energy unless that reaction can be
coupled to one whose free energy change is more favorable. This situation is common
in biological systems, but the true role of enzymes involved should not be mistaken.

Asid phosphatases are enzymes that catalse the hydrolysis of variety of phosphatase
esters and appear to exhibit pH optima below 6. Phosphate esters are widely
distributed in any organism.While many metabolic intermediates are activated
through the transfer of phosphate groups it is equally important that phosphate esters
can also be rapidly broken down. The hydrolitic removal of phosphate groups from
phosphoesters is catalyzed by phosphatases. Depending on the pH at which such
phosphatases have optimal activity, we distinguish between acidic phosphatases and
alkaline phosphatases.

Asid phosphatase has been widely used for medicine, pharmacy, the preparation of
food additives, the analitical area or the synthesis of organic compounds.Asid
phosphatase that catalyze the hidrolysis of large number of orthophosphoric plants
and animals.

Monoester compounds, is widely distributed in nature and has been studied in
various in plants, asid phophatase’s activity in seeds often increases greatly during
germination. Sunflower seed asid phosphatase consists of two polypeptide chains,
each of which similarin size to the one that is present in wheat germ enzyme. Garlic
asid phosphatase is a metalloprotein as a monomer with a molecular weight 56000 —
58000 .

The aim of the presented experiments is partial isolation and purification of acide
phophatase from three week garlic seedlings and to determine its characteristics and
kinetic parameters.

In this study two different substrates were used in the beginning. Para nitro phenyl

phosphate and para nitro phenol. The highest activity is obtained from pNPP. So
kinetic parameters are controlled by using pNPP.
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The study steps ;

-Extraction and homogenization :Three week garlic seedlings were distrupted by
0,1mM Sodium Acetate buffer. (0,1 M NaCl , pH 5,5 ,%0,1 TritonX-100 )
-Centrifiguration : Solution is centrifugated at 20000-22000 rpm.

-Three Step Amonium Sulfate Fraction : %40 , %60 ,%80 Amonium Sulfate Fraction
-Dialysis :Used a dialysis membrane (24 hours , Sodium Acetate buffer )

Garlic seedling was homogenated with 0.1 M acetate buffer. After homogenating
supernatant was filtrated with paper filters. Filtrated supernated was cooled to 4°C,
followed by a three step fractination of proteins with ammonium sulfate. After
ammonium sulfate fractions, enzyme solution was dialysed to decreased ammonium
sulfate concentration. Every step is controlled by measuring protein and activity with
spectrophotometer at 280 nm and 405 nm respectively.

-Asid phosphatase was purified 17.40 (pNPP) and 14.40 (pNP) fold from the starting
material.

-After dialysis , asid phosphatase was purified 20.70 (pNPP) and 17.96 (pNP) fold.
-The highest activity is obtained at 60 °C.

-The pH optimum is 6 .

-The enzyme is stable at pH 4- 6 and 40 - 60 ° C.

-Activation energy of enzyme is between 10 — 20 kcal.

ix



1. GIRiS VE AMAC

Enzimler, organizmadaki metabolik olaylann hizlandiran organik katalizorlerdir.
Yapilanint esas olarak proteinler olusturdugu igin, enzimlere metabolik proteinler de
denmektedir. Enzimin olmadigi bir ortamda reaksiyonlarin ¢ogu gergeklesmez ya da
gergeklesmesi uzun zaman alir [!] Gergekte kimyasal dontsimler enzim
yoklugunda olduk¢a yavas gerceklesir. Bu nedenle enzimler olmadan biyokimyasal
doniigmelerin ¢ogu yasam hizina ayak uyduramayacak yani hayatsal bir degeri
olmayacaktir [2] Canli hiicrenin biitin fonksiyonlart enzimlerle saglandigindan;

yasama bir anlamda birbirini izleyen enzimatik tepkimeler bitinii de denebilir [1].

Enzim kelimesi Yunanca’da “mayada bulunan” ya da “hiicre iginde” anlamina
gelmekte olup 19. yiizyilda Kiihne tarafindan biyolojik reaksiyon hizina etki eden

maddeleri diger katalizérlerden ayirmak amaciyla kullamlmustir 2]

Teknikte uygulama alam bulan enzimler daha ¢ok hidrolaz sinifi enzimlerdir.
Proteazlar yaninda, nisastadan glikoz {tretiminde kullamlan amilazlar, ayrica
glikozun fruktoza dénustiirilmesinde kullanilan glikoz-izomeraz tiiketimi de siirekli

artig gostermektedir {31

Katalizorler tepkimeleri hizlandinrlar ve tepkime sonunda degismeden g¢ikarlar.
Enzimler her ne kadar katalizor iseler de bazi yonleriyle inorganik katalizérlerden
ayrilirlar. Anorganik katalizérler ¢ok ¢esitli tepkimeleri katalize ettikleri halde
enzimler ancak belirh maddeler izerinde etki edebilirler. Anorganik katalizérler,
katalize ettikleri tepkime tarafindan degistirilmezler ve tepkime sonunda kantitatif
olarak yeniden kazanilabilirler. Enzimler bu katalizérlerden farkli olarak aktiviteleri

sirasinda az veya ¢ok tahrip olurlar [1].

Enzimler diger ¢esitli katalizorlerle karsilastinidiklarinda 6nemli birgok ozellik

gostermektedirler. Bunlarin en onemlilen yitksek katalitik gicleri, spesifiklikleri ve <& &



katalitik aktivitelerinin dogal bir sekilde meydana gelen ¢esitli bilesikler tarafindan

ayarlanabilmesidir [1].

Enzimlerdeki proteinlerin yapisim olusturan amino asitlerin sayisi, ¢esidi ve
diziligleri, enzimlerin yizeyinde aktif bir bolge olusturmaktadir. Amino asitlerin
meydana getirdigi polipeptitlerin fonksiyonel bir yapi kazanabilmeleri igin (g
boyutlu bir yap! olusturmalan gerekir. Proteinlerdeki bu ti¢ boyutlu yapi, yiiksek 1s1
ve pH degisikligi ile bozulabilir. Buna denaturasyon denir. Enzimlerin molekiil

agirliklar: 13.000 ile 1.000.000 arasinda degisir.

Enzimlerin saflastirlmast ve kristalizasyonu, enzimoloji agisindan biiyiik bir ¢neme
sahip olmakla beraber bu bilim dalimn sadece bir kolunu olugturmaktadir.
Enzimolojinin  diger ¢aliyma konularim  yagayan  hiicrelerde  enzimlerin
lokalizasyonunun belirlenmesi, fotosentez, solunum, biyolojik oksidasyon ve
biyokimyasal  reaksiyonlardaki  gorevlerinin  ortaya  ¢ikarilmasi, etki
mekanizmalarinin  incelenmesi  ve  kinetik  6zelliklerinin  tiim  aynintilanyla

belirlenmesi olusturmaktadir [4]

Gergeklestirilen bu g¢aliymamin amaci, sanmsak filizinden asit fosfataz enziminin
izolasyonu ve kismi saflastinlmasi sonrasinda aktivite, pH, sicakhk, substrat

konsantrasyon ve reaksiyon siiresi degisiminin incelenmesidir.

(3]



2. ENZIMLER

2.1 Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler kimyasal bakimdan protein yapisinda molekiillerdir. Proteinler temel olarak~
agirlikca %60 C, %16 N ve %8 H igeren molekiillerdir. Bunlanin yaninda az oranda
S igerirler. Her enzim proteinlerin tipik yapisina sahiptir. Proteinlerin alt birimi olan
aminoasitlerin peptit baglanyla lineer olarak birbirine baglanmasiyla olusurlar. Bu
baglarla olusan dallanmamus basit aminoasit zincirine polipeptit denir. Enzim
molekiilleri tek bir polipeptit zincirinden ya da 6zel bir polipeptit kimesinden

olusabilir. Aminoasit igeriklerinin tiimii diizenli ve aym geometrik yapidadir {4].

Enzimler kristallendirilebilirler. Fakat tiim enzimler sicakhigin yiikselmesi, pH
stabilite arali@inin disina gikilmasi, yapisim bozabilen ¢ozuciilerle muamele edilmesi
gibi durumlarda bozulabilirler. Bozunan enzimler kristalize olmazlar ve
fonksiyonlarim kaybederler. Ancak bozunma sirasinda kimyasal baglar degisime

ugramazlar {3].

2.2 Enzimlerin Yapisi

Biitin enzimler proteindir. Enzimlerle katalizlenen tepkimelerin tepkenlerine
substrat adi verilir ve her enzimin belirli bir substrat ya da substratlardan belirli bir
iriin veya uriinler olusturmak Uzere gosterdigi etkiler segici ve karakteristiktir.
Enzimin protein olmayan birimine kofaktdr denir ve bu birimin olmamasi
durumunda enzimler katalitik aktivitelerini kaybederler. Bu durumdaki enzimin aktif
olmayan protein birimine apoenzim, kofaktor iceren aktif enzime haloenzim denir.
Kofaktor bir metal iyonu veya koenzim olarak adlandinlan bir organik molekiil
olabilir. Baz1 enzimler kofaktorii digerlerinden daha siki baglarlar. Bir kotaktor ¢ok
stki bagh ise bunu enzimi bozmadan enzimden ayirmak zordur. Buna prostetik grup
denir | 3]

Enzim = Aktif Protein + Inaktif Protein + Kofaktor

L



Enzimlerin protein kismu enzimin hangi substratla reaksiyona girecegini
belirlemektedir. Koenzim ise bir reaksiyonda substrata baglanmis ya da ondan

ayrilmg taneciklerin alicist gibidir {6].

2.3. Enzimlerin Stmiflandirilmas:

Uluslararasi Enzim Komisyonu enzimleri katalizledikleri tepkimelere gore alti simfa
ayirmigtir -

Oksidorediiktazlar : Yikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarim katalizlerler.
Enzim siniflandirma sistemine gore E.C.1... seklinde adlandinilir.

Transferaziar : Iki molekiil arasinda bir atom veya grup transferini saglaralar.
Enzim siniflandirma sistemine gore E.C.2... seklinde adlandrilir.

Hidrolazlar : Hidroliz reaksiyonlarim katalizlerler. Enzim simflandirma sistemine
gore E.C.3... seklinde adlandinlir. Asit fosfataz enzimi de bu grupta olup enzim
adlandirma sistemine gore E.C.3.1.3.2 (ortofosforik monoester monohidrolaz) olarak
adlandirilir.

Liyazlar : Substrattan bir grubun aynlmasim saglarlar. Enzim sumflandirma
sistemine gore E.C.4... seklinde adlandinlir.

[zomerazlar : Izomerizasyon reaksiyonlanm gerceklestirirler. Enzim siuflandirma
sistemine gore E.C.5... seklinde adlandirtlir.

Ligazlar : ki molekiilin sentezle birlesmesi sirasinda niikleozid trifosfattaki bir
pirofosfat baginin kinimasim saglarlar. Enzim simflandirma sistemine gore E.C.6...

seklinde adlandirilir {3.3}

2.4 Enzim Mekanizmasi

2.4.1 Akitif Merkez Modeli

Enzimlerin stereokimyasal yapisim agiklamak uzere Ogston , enzimle substrat
arasinda en az u¢ degisik etkilesim noktasinin olmasi gerektigini gostermistir [3]. Bu
etkilesimler, baglanma ve katalitik islevlerden birini igerebilir. Baglanma bolgeleri
substrattaki 0zgil gruplara enzimle substrat molekillerinin birbirlerine gore
yonelimlerini sabit durumda tutarak tepkiyen grup veya gruplarin katalitik bolgenin

karsisina digmesini saglar.



Baglanma ve katalitik uglarim igeren bolgeye aktif bolge veya enzimin aktif merkezi
denir. Bu, enzimin toplam hacminin kigik bir kismumt olusturur ve substrat

molekiillerine kelayca ulagmasi gerektiginden ylizeyde veva ylizeye vakin yerdedir.

Aktif bolge enzim molekulinin diger yerlerinde bulunmayan hidrofilik veya
hidrofobik mikrogevrelerin bir diizenlemesini olusturan polar ve apolar aminoasit
artiklarimin her iki tirtini de igerebilir. Boylece bir ¢nzimin islevi valmzca katalitik
ve baglanma uglannin uzaysal diizenlenmesine degil aym zamanda bu bolgenin

bulundugu ortama da baglidir.

Ug¢ nokta etkilesim teorisi enzim ozgilliginiin agiklanmasinda sadece siurh bir
aciklama saglar, daha mitkemmel bir agiklama (¢ boyutlu uzaydaki etkilesimlerin

tamamimn disiintilmesi ile saglamr [3].

2.4.2 Anahtar Kilit Modeli

Enzimler, yaygin olarak kullanilan kimyasal katalizorler ile benzer sekilde is
gorurler. Bir katalizor ne gesit olursa olsun bir reaktan ile onu aktive etmek igin
baglamr. Enzim Kkatalizli reaksiyonlarda, reaktanlar substrat (S) olarak
isimlendirilirler. Enzim katalizinde ilk ve en kritik basamakta, enzim ve substrat,
enzim-substrat kompleksi (ES) olarak adlandinlan aktive olmus kompleksi
olusturmak uzere birlesirler. Bu kompleks, daha sonra bir va da daha fazla Granin
ortaya ¢iktit ve sonrasinda enzimin rejenere edildigi bir enzim-iiriin kompleksini
(EP) olusturmak lizere asagida gosterilen reaksiyonlara gore bir kimyasal degisime

ugrar:

E+S «  ES (enzim-substrat kompleksi )
ES —  EP ( enzim-iiriin kompleksi )
EP — E+P

Enzim ve substrat arasi etkilesimler genellikle iyon-ivon, ivon-dipol etkilesimler,
hidrojen baglan gibi non-kovalent kuvvetleri igerir. Bununla birlikte bazi durumlarda

enzim ve substrat arasinda gergek kovalent baglar da olusabilir. Enzim-substrat ve

=
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enzim-iirin arasinda ne tip bir etkilesim olursa olsun baglann, enzim-iriin
kompleksinin pargalanarak uriin ve enzimi agiga ¢ikaracak derecede zayif olmasi

gerekmektedir [4,7].
2.4.3 Indiiklenmis Uyum Modeli

Koschland tarafindan ortaya atilan indiklenmig uyum hipotezine gore, bir substrat ile
enzimin baglanmasi birincil yapida bir degisime neden olmadan ¢ boyutlu yapida
konformasyonel bir degislige neden olabilir {6] . Bu hipoteze gore substratin kati,
enzimin ise kendini substratin etrafina saran bir degisken bolge oldugu kabul
edilebilir. Substrat ve aktif bolge arasindaki iligki bir el ile eldiven arasindaki iligkiye
benzetilebilir [8].

2.4.4 Gerilme ve Gegis Diizeyi Stabilizasyonunu Iceren Model

1948 yilinda Pauling tarafindan bu kavram gelistirilmistir. Substrat baglanmasi
onemli miktarda enerji harcanmasim gerektirir. Reaksiyonun devamlilig: iginse daha
fazla enerji saglanmalidir. Aktif bélgenin yapisi kati ise substratin enzime baglanmak
icin seklini degistirmesi gerekir. Bu degisme daha sonra kinlarak ileri yondeki

reaksiyonun yirumesini saglayacak gerilme ile sonuglanmalidir {3},
2.5 Enzim izolasyonu ve Saflastirimasi

Enzimlerde saflagtirmamin amaci istenen enzimi mimkiin olan maksimum verimle
enzim kaynagindan uzaklagtirmaktir. Saflastirma islemi sirasinda ortamda bozunmusg
ya da inaktif enzimler bulunmamali, bagka enzimleri veya buyuk molekulleri
icermemelidir |[#] Enzim aywma ve saflastirma yontemlerinin  segilmesinde
enzimlerin buyuklak/kiitle, yik, ¢6ziniirlik ve spesifik baglanma merkezlerine sahip

olma ozellikler: gdzoniinde bulundurulmahidir.

Verilen sartlar altinda saflastirilmig bir enzimin katalitik aktivitesini tahmin etmek
miimkiin degildir. Bu nedenle saflagtirma islemine preparatin spesifik aktivitesi daha

ileri saflagtirma adimlanyla artmayacak sabit bir degere ulasana kadar devam edilir

L



Tablo 2.1° de go6ruldugu gibi enzimlerin farkll 6zellikleri uygulanan yontemleri de

farklilagtirmaktadir.

Tablo 2.1 Enzimlerin Saflagtinimasinda Kullanilan Yéntemler ve Cesitli Ozellikleri

Ozellik Yontem Olgek
Biyiiklik/Kiitle Santrifijj Bivitk. Kiigiik
Jel Filtrasyonu Genellikle Kiigiik
Diyaliz Ultrafiltrasyon Genellikle Kiigiik
Iyon Yiiki Iyon Degistirici Biiyviik. Kiigiik
Elektroforez Genellikle Kiigiik
fzoelektrik Odaklasma Genellikle Kiigiik
Coziiniirlik pH Degisimi Genellikle Biiviik
Ivonik Kuvvetteki Degisim Biiviik. Kiigitk
Dielektrik Sabitinde Diisme Genellikle Biiytik
Spesifik Baglanma Yeri Affinite Kromatografisi Genellikle Kiigiik
Affinite Elusvonu Biiviik. Kiigiik

Bu yontemlerin disinda sicaklik ile denatirasyon, kalsiyum fosfat jelleri iizerinde
fraksiyonel adsorpsiyon, hidrolik kromatografi, polietilen glikol gibi suda ¢oziinen
non-iyonik polimerlerle ¢oktiirme ve liyofilizasyon ile konsantre etme gibi yontemler

de uygulanabilir [16] .

2.6 Tek Substrath Reaksiyonlarda Yaklasimlar

2.6.1 Michaelis-Menten Esitligi

Enzimler spesifik aktiviteye sahip proteinlerdir. Substrat i¢in enzimin bu spesifitesi,
gegici olarak ENZIM-SUBSTRAT (ES) kompleksi kurmaktadir: Bu gegici

kompleksten uriinler ve yeniden enzim olusmaktadir. Kompleksten serbest hale

gecen enzim tepkimedeki katalitik etkisine yeniden baslar.



Substrat enzim tarafindan etkilenen spesifik bir bilegiktir. Substrat enzimin aktif
bolgesine baglanir. Bu sekilde bir ES kompleksi olusur. Bundan sonra bu kompleks

enzim ile uriine pargalanir.

k1 k2
E+S E——® ES @ —> P+E (0
k.l k-2

Reaksiyonun ilk anlarinda iiriin konsantrasyonu ¢ok diisitk olacagindan, P ile E’ nin
birleserek ara kompleks olusturma hizi, ¢cok yavastir. Baska bir deyimle, reaksiyonun

baslangicinda

k ~
E+S ——® ES (2)

mekanizmasi gegerlidir.

Kinetik  hesaplarda  kolaylik agisindan reaksiyon baglangic mekanizmasi

kullanilmalidir. Bu mekanizmada reaksiyon hiz,

V=k, . [ES] seklinde gosterilir. (4)
Siirekh hal varsayimina gore [ES] konsantrasyonunun zamanla degisimi sabit kabul
edilirse;

d[S}/dt=k; .[E].[S]-k.i.[ES]-k2.[ES] =0 (¥) (5)

bagintist vazilabilir.



Herhangi bir t aninda serbest enzim ile o andaki ES kompleksinin
konsantrasyonlanmin  toplami;  baslangigtaki enzim  konsantrasyonuna  esit

olacagindan her ii¢ konsantrasyon arasinda

[E] + [ES] =[E]o bagntist gegerlidir.

[E]=[E}—{ES] (**) 6)

(**) denklemi (*) denkleminde [E] yerine yazilirsa;

ki .( [E]o - [ES]) .[S]-k.1.[ES] - k; .[ES] =0 (7)

Buradan da;
ki . [ES]o. [S]

(ES]= (3)

k. +ka +k; .[S]

bagintist kurulabilir

V=k, . [ES] oldugundan (9)
ki . [ES]o. [S]

V=kg. (10)
k. +ka +k; .[S]



Bu esitligin pay ve paydas k; ile boluntirse ;

k2 . [ES)y .[S]

V= (11)
k.1 +ks
+S]
ki
k. +ka
=Ky ile gosterilirse; (12)
ki

ka2 . [ESTo .[S]

K +H[S]

Bu esitlikteki Ky sabitine Michaelis-Menten sabiti ad1 verilirmektedir.

V ile S arasinda grafik ¢izilirse maksimum hiz degerleri bu grafikten hesaplanabilir.

V a
Vit \
V= kz .[E]o
Moy
3
K
»
S
[
N
s
@@‘3\?
S §
Sekil 2.1 Michaelis — Menten Grafigi o §
$&
10 @ \@«



Grafikten de gorilecegi gibi; belirli bir substrat konsantrasyonundan sonra rxn hizi
simr bir degere vararak sabit kalmaktadir.Vyy ile gosterilen bu simir deger enzim
reaksiyonunun erigebilecegi en yiksek (maximum) hizdir.

1) Substrat konsantrasyonunun yiiksek oldugu hallerde S>>Ky olacagindan
esitlikte paydadaki S yanindaki K,y yok saylabilir. O halde substrat
konsantrasyonunun gok yiksek oldugu bu sir limit bolgelerde,

V=k; [E]o esitliginin gegerli olacag: agiktir.

ii) Egrinin stur hiza kadar olan kismini incelersek, burada hiz ile substrat

konsantrasyonu  arasinda ;

V= (k2.[E]o.[S]) / Ky

Bagmusinin gegerli oldugu anlagthr. Cinki S degerlerinin kiigiik oldugu bu

bolgede Ky; yaninda S konsantrasyonu ihmal edilebilir. Bunun sonunda da

V= (V.\I. [S])/ Kar  elde edilir.

iil)  Substrat konsantrasyonu Ky; degerine esit oldugu durumda;

S= KM

ks . [ES]y .[S]

2.[S]

kg . [E]o Vi
V= —> V= —

2

12

bagintilarninin gegerli olacagt gorular.
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2.6.2 Michaelis-Menten’den Tiiretilen Diger Esitlikler

Yukandaki agtklamalardan' anlagilacagi gibi V ile S arasinda ¢izilecek grafikler
yardimi ile enzim reaksiyonlarina iligkin Vy siir hizlarimin, Ky sabitlerinin  ya da
substrat konsantrasyonlarimin tayin edilmesi miimkiin olabilmektedir. Ayrica (13)
denkligi ters gevrilirse elde edilen dogrularin y —eksenini kestigi noktalarin disey
konumlarindan Vy suur hizlart ve dogrularin egimlerinden de Michaelis-Menten

sabitleri tayin edilebilir.

2.6.2.1 Lineweaver- Burk Denklemi

(13) esitligi ters gevrilirse;

1 K 1 1

= e (14)
\Y4 kz. [E]o [S] ka. [E]o
1 Kt 1 1

= +———— (15)
\% Vg [S] Ve

2.6.2.2 Eadie- Hofstee Denklemi

Dogrusal bir grafik elde etmek igin kullanilan ikinci bir yontem de Eadie- Hofstee

diagramini ¢izmektir. Bunun igin;

= + (16)

Denklemi kullamlarak grafik ¢izilir ve ilgili sabitler hesaplanir.



2.6.2.3 Hanes Denklem

Michaelis-Menten’ den tiiretilen bir deger esitlik de Hanes Denklemidir.

- . (17)

S ile S arasinda grafik ¢izilirse;

\Y%
S A
v
1
Egim =
-Km Vi
V S
>
Sekil 2.2 Hanes Grafigi
2.6.2.4 Van Slyke Egsitligi:
ki kp-
E+§ —» ES ——» E+P (18)



Bu reaksiyonun olmasi igin gereken siire, her par¢amn olugmasi i¢in gereken siirelere

esittir.
1 i
t= + (19)
ki .[S] kp
k, +ki. [S] 1 ki kp . [S]
t= —> (20)
ki k. [S] t ky +ki. [S]
V=[E} _1_ 21)
t
V=[ELk. k. .k.[S] V=[Ek. k.[S] (22)
—>
ko +ki. [S] kp +[S]
—.
V= [E}.k,.[S] (23)
K+ [S]

Bu esitlik Michaelis-Menten esitligi ile anolojik 6zellik gostermektedir.



2.6.2.5 Haldene- Briggs Yatigkin Hal Yaklagimi;

ki ks,
E+S —» ES —» P+E 24)
‘.___—_
ki

Baglangigta [ES] yaklagik olarak sifirdir ve P olusumu yoktur.

k; .[E].[S]=k.1.[ES] - k; .[ES] (25)
k; . [E]. [S]
[ES}= (26)
k. +ko
[ES] [S]
F= > F= 27
[E] +H{ES] (k1 ke / k1) + [S]

Enzim toplam miktan [E} ise;

[S] [E}
[ES]=F.[E} ==> [ES]= (28)

(ka+ks / ki) + [S]
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V= kz . [ES]

[S]. [El (29)
V= kz.
(ki+k2/ky) + [S]
Vi . [S]
Vm=k,.[E]t V=k, (30)
(k.1 ka2 /ki) + [S]
k. +ka
=Ku  ile gosterilirse; ve k; « k. ise esitlik yaklagim, yatiskin hal yaklagiminin
k; limit durumuna déniisiir ve;
kg
= KM olur.
ki
Vm . [S]
V= kz - Olur V“mx= kz . [E][ ise (3 ])
Ky + [S]



k. [S]

ki+ks, [S]
vV = = - (32)
Vinax 1 + (ki .[S] /kq+ k) Ky + [S]
d[E] = (ki1 +kz). [ES] -ku.[E]. [S] (33)
dt
d[ES] = ki.[E][S]- (ki +ky).[ES] (34)
dt
d[S] =k,.[ES]-k,.[E].[S] (35)
dt
d[P] = k,.[ES] (36)
dt

Yatigkin sartlarda  d[ES] =0 dir.

dt
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3. ASIT FOSFATAZ VE OZELLIKLERI

3.1 Asit Fosfatazin Yapisi ve Islevi

Fosfataz enzimleri dogada ¢ok yaygindir. Fosfatazlar ¢ok ¢esitli organik fosfatlardan
fosfatr gruplanini uzaklastirmaya yardim ederler. Boylece fosfat tyonlarindan olusan
metabolik bir birikim olustururlar. ATP ve niikleotitlerin olusumu, ribuloz bi-fosfatin
rejenerasvonu ve glikolitik yolun baslangicinda glukozun fosforlanmasi, fosfat
gerektiren onemli biyokimyasal proseslerdir. Bazi fosfatazlar belli substratlar igin
spesifiklik gosterirlerken digerlerinin spesifikligi daha genistir ve ¢ok sayida organik

substratlardan fostat gruplanint ayrrabilirler.

Asit fosfataz veya ortofosforik monoester fosfohidrolaz, asidik sartlar altinda
fosfomonoesterleri ayiran bir enzimdir. Asit fosfataz ismi bu enzimin asidik aralik
i¢cindeki optimum pH’da caligmasindan gelmektedir. Asit fosfataz dogada oldukga
yaygindir ve transfosforilazyon reaksiyonlarmin yamsira ortofosfat esterlerinin
hidrolizini de katalizlerler. Bu enzim fosfomonoesterazdir ve aktif oldugu pH
araliginda tammlanabilir. Asit fosfataz asagidaki reaksiyonu pH 7’nin altinda

katalizler[3.6].
Ortotosforik monoester + H:O0 —  Alkol + H;PO,

Martland alyuvarlardaki fosfataz aktivitesine degindikten sonra konuyla ilgili
calismalar iz kazanmustir[14]. Roche optimum pH derecesi 6.0-6.2 olan alvuvar
fosfatazi ile optimum pH derecesi 8.8-8.9 olan akyuvar fosfatazi arasindaki farki
gostermistir. Boylece asit ve alkalin fosfataz kavrami ortaya ¢ikmustir. Daha sonra

insan prostannda ve fare cigerinde asit fosfataz tizerine incelemeler yapilmstir



Enzimler klinik tamda kullanilmaktadir. Cinkii, kan koagiilasyonunda bulunan
enzimler gibi bazi bilinen enzimler plazmamin normal bilesenleridir. Plazmadaki
konsantrasyonlari hiicrelerdeki konsantrasyonlarindan daha fazladir. Diger enzimler
normal olarak sadece hiicrelerde bulunurlar ve sadece hiicreler zarar gordiikler
zaman kana ya da diger biyolojik sivilara salimirlar. Bu enzimlerin plazmadaki
seviveleri, hiicrelerdeki seviyelerinden milyon kere veya daha fazla distuktir.
Bununia birlikte bu enzimlerin plazmada normal degerinin Gstiindeki diizeylerde var
olusu, doku yikimi hizinda bir artipt dusindirar.[9,18] Kan plazmasinda ve diges
viicut sivilarindaki enzim konsantrasyonlarinin olgiimii  ozellikle kalp, karaciger,
pankreas, kas ve kemik gibi hastaliklanin teshisinde ¢ok 6nemli bir tant araci haline
gelmistir. Ornegin, laktat dehidrojenaz (LDH) kalp ya da iskelet kaslan hasarlarinda,
alkalin fosfataz karaciger ya da kemik hastahklarinda, serum glutamat oksaloasetat
transaminaz (SGOT) kalp ve karaciger hastaliklarinda, keratin fosfokinaz (CK) kas

hastaliklarinda kullanilmaktadir[6,9].

Asit fosfatazin en derisik olarak rastlandigi yer insan prostatidir. Bu durum klinik
kimyacilar tarafindan prostat kanserinin teshisinde kullanilmaktadir. Prostat
kanserine neden olan prostatik asit fosfataz hizhi gelisip Gizerinde ¢alistimas: kolay bir
enzimdir. Asit fostataz enziminin prostat kanseri diginda bazi hastaliklarla da

baglantili olarak derisiminin artabildigi saptanmistir

Asit fosfataz enzimi hiicrenin iginde veya hiicrenin disinda bulunabilir. Hicre i¢inde
golgl aygiuinda, lizozomlarda, endoplazmik retikulumda, besin molekullerinde
bulunabilir [17].

Asit ve alkali fosfataz arasinda basit bir fark vardir. Bu enzimler ¢ok tfarkli pH
arahiklarinda optimal hiz sergilerler. Alkali fosfatazlar kofaktor olarak divalent metal
iyonlar1 gerektirirler ve hayvan organlanyla mikroorganizmalardan elde edilirler.
Asit tosfatazlar ise bitkiler dahil birgok organizmada bulunur. Asit fosfataz fosfotioik
asitin  S- degisimli monoesterlerini hidrolizlemez. Fakat avm sartlar altinda O-
degisimli monoesterlerini hidrolizler. Alkali fosfataz ise S-degisimli monoesterleri
hidrolizleyebilir. Asit fosfataz, alkali fostatazin aksine metal kompleksi clusturan

ajanlar ile inhibe edilmezler



Giiniimiize kadar iizerinde en fazla arastirma yapilmug asit fosfataz enzimleri,
Prostatik Asit Fosfataz, Alyuvar Asit Fosfatazi, Ciger Asit Fosfatazi, Dalak Asit
Fosfatazi, Kemik Asit Fosfatazi, Bitki Asit Fosfatazi, E.coli Asit Fosfataz,
Saccharamyces Asit Fosfatazi’dir [4].

3.2 Asit Fosfatazin Karekterizasyonu
3.2.1 Asit Fosfataz Aktivitesinin Belirlenmest

Bir enzimin bir doku ekstrakt: veya baska bir biyolojik sivi igindeki miktarim 6lgmek
icin, o Ornek i¢indeki o enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonun hizi olgilur.
Uygun sartlar altinda olgiillen hiz enzim miktan ile orantiidir. Mimkin oldugu
takdirde, bu hiz, o enzimin ileri derecede saflastirilmig seklinin belli bir miktan
tarafindan katalize edilen reaksiyonun iz ile karsilastiriir. Enzimatik belirlemeler
icin kullanilacak metodun segimi birka¢ parametreye baghdir. Buna gore;, metot
¢abuk, hassas ve dogru olmali, uygun substrat kolaylikla temin edilebilir olmah ve

maliyet diisiik olmahdir [9,12].

Bu nedenle birgok enzimin karakterizasyonu igin mumkiin ise optik sistemler
kullantir Enzim katalizli reaksiyonlarda substratlarin ¢ogu ve reaksiyon triinleri
gériinen ve gorinmeyen 1181 absorplarlar. Bunu igin spektrofotometrik olarak tespit
edilebilirler. Bu en yaygin ve en kolay metottur [12]. Substrat ya da artin renklendigi
veya ultraviyole bolgede 15181 absorpladigi zaman bu yontem hizh ve givenilir
sonuglar verir. Isik absorplayan bir {irin veya substratin olusum veya harcanma hizi

spektrofotometrik olarak takip edilebilir[17].
3.2.2 Asit Fosfatazin Katalitik Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Asit fosfataz enziminin kararhhgina etki eden faktorler soyle siralanabilir:
e Sicakhk
e Tampon ¢ozelti ve pH
e Substrat

e Aktivatdr ve Inhibitorler



3.2.2.1. Sicaklik Etkisi

Diger kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzim katalizli reaksiyonlarin iz da
sicakhgin artmasiyla birlikte artmaktadir ve enzimler sicakhgar karsi oldukga
duyarlidir. 1°C’lik sicaklik artisi igin katalitik aktivitenin artig degeri %10 daha fazla
olabilmektedir. Enzim kararhih@ da sicakiiktan etkilenebilmektedir. Yuksek
sicakliklar aktivitede artisa neden olurken enzimin kararhhigini azaltir. Enzim
aktivitesinin sicakhkla artigi belirli bir noktaya kadardir. Enzim aktivitesi i¢in
optimum sicaklik, reaksiyon hizindaki artis ile aktivitedeki diiglis arasindaki iliskiyi

ortaya koyar { 13.14].

Bir¢ok enzimin optimum aktivite gosterdigi bir sicakhk araligt vardir ve bu sicaklik
arah@t enzimin izole edildigi kaynaga bagh olarak degisebilir. Bitkiler gibi bazi
organizmalar yaklasik oda sicakliginda biyirler ve bunlardan elde edilen enzimler

de gogunlukla 30-40 °C civarlarinda en yitksek aktiviteyi gosterirler{16].

Dusuk sicaklikta ise g¢oOzeltideki reaksiyon hizi diiser. Cok yiiksek sicakliklarda,
molekillerin termal hareketi. enzimin seklini ve yapisim koruyamayacag: kadar

hizlanir, bu nedenle protein yapt bozulur ve aktivitesini kaybetmeye baglar[4,18].

3.2.2.2 Tampon ve pH Etkisi

Tim enzimlerin aktiviteleri igin bir optimum pH araligi vardir. Bu aralik genelde
genis bir arahktir. Optimum pH sadece tamponun iyonik siddetine, dogasina bagh

olmamakla beraber sicaklikla ve substrat konsantrasyonuyla da degisebilir[12,16].

pH’daki veya gevre sartlarinin asiditesinin degigimi enzim aktivitesini degistirebilir
veya tamamen inhibe edebilir. pH’daki bu degisim molekiiller aras: polar ve apolar
¢cekme ve itme kuvvetlerini etkiler ve enzimin seklini degistirir. Bu durum substrat

ile enzim arasinda uyumsuzluga yol agar[17,19].



3.2.2.3. Substrat Etkisi

Enzim tarafindan dénistiinilen komponent aym zamanda katalitik aktiviteyi olgmek
i¢in enzimin substrati olmaktadir. Bununla beraber gesitli hidrolazlar igin sentetik
substartlar kullamlmaktadir. Cinkii dogal substratlar genellikle kesin olarak
tamimlanamamaktadir ve enzimin c¢alismast sonucu ele gecen urin kolayhkla
Olgiilememektedir. Substratin segimi Onemlidir ¢linki sentetik substratlar farkh
hizlarda hidrolizlenmektedir. Genellikle optimum substrat konsantrasyonu pH ve

sicakliga baghdir [15,20].

3.2.2.4. Inhibitdrler ve Aktivatorier

Birgok kimyasal etkenler enzimin katalitik aktivitesini, aktive ya da inhibe edebilir.
Substrat ve koenzimlerin yanisira birgok enzim tam olarak aktif hale gegebilmek igin
protein olmayan, bazt hallerde de protein olan bilesiklere ihtiyag duyarlar. Aktive
edici iyon, koenzim ya da ko-substrat ile kompleks olusturarak direkt olarak
reaksiyona katilabilir. Diger durumlarda ise iyon enzimin bir pargasidir ve aktif

merkeze direkt olarak baglanabilir [13,15].

3.3 Asit Fosfataz Enziminin Kayna: : Sarimsak (Allivam Sativum L.)

Orta Asya ve Bat1 kokenli bir bitkidir. 25 — 100 cm boyunda soganhi diye tabir edilen
dislerden olusmugtur. Nadiren tohum verir. Ilman ve sicak iklimlerde yetisir.
Sarimsagmn her bir disi ugucu vag , karbonhidrat, protein , seliloz , vitamin igerir.
Koku son derece keskin , kalic1 , tipik , lezzeti ise ¢ok kuvvetlidir. Yapisinda S-(2-
propenil ) L-sistein stifoksit , alliinaz etkisiyle diallil tiyosiilfonat ve gesitli allil

bilesikleri vardir.

Sarimsak Uriinleri:Ugucu Yag: Ezilmis soganciklardan su bubart damutiimasiyla 0.1
ve 0.3 verimle elde edilir. San ve kirmizi renkli olan bu yag tipik sarimsak kokusuna

sahiptir.
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1. Dehidrate Sarimsak: ABD ve bazi Avrupa ulkelerinde uretilir. Kuru maddesi
yiksek , kuvvetli aromali , beyaz renkli gesitleri tercih edilir. Toz, granul, 6gutiilmiis ,
kiyllmis ve dogrannus olarak bes grupta islem goriir. Uriinler siki ve nemsiz kaplarda

saklanir.Lezzet giici tazesinden 5 kat daha fazladir.

2. Sarimsak Tuzu :Toz haldeki sarimsak , tuz ve akicilik i¢in nigasta veya trikalsiyum

fosfattan olugur. Cesni olarak kullanilir.

3. Kapsiillenmis Sanimsak :Sarimsagin ucu Arap zamki veya modifiye nisasta ile

kaplanmugtir.

Tim sanmsak triinleri ve kendisi sodan gibi tek bagina kullanilamaz genelde gesni

olarak tiketilir.

Gida sanayide en fazla olarak dehidrate sanmsak tiketilir. Tibbi olarak glgli

antimikrobiyal etkisi vardir.Gida diginda eczacilikta da kullanilir.

Tiirkiye’de bilyiik gapta tarimi yapilir.Ozellikle taze yapraklan iilkemizde gesni otu
olarak da kullanilir. Tark mutfaginda 6zellikle pastirma , sucuk ,¢emen yapiminda

kullanilir,

3.4 Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan asit fosfataz eldesi ve ozelliklerinin

saptanmasmna iliskin literatiir cahismalarimn ozeti

Asit fosfataz enziminin katalizledigi reaksiyonlar degisik kaynaklarda goriilmektedir:
Tohumlarda [6.7], bakterilerde [8,9], soganda [10], bugdayda [5,11]. Japon kirmizi

turbunda [12].

Asit fosfatazlar bircok doku ve organlarda bulunmakta ve ¢ogu kez spesifik olmadig
tanimlanmaktadir.Genelde asit fosfataz ¢ok az miktarlarda olugsmakta ve seyreltik
gOzeltilerde kararsiz ve saf halde yiizey denatiirasyonuna ugramaktadir Bu ozellikler

ve onlarin birgok formda olmas asit fosfatazin satlastirilmasim zorlastirmaktadir [3].
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Asit fosfatazin pH araligi 4,5 — 6,5 asidik ortam olarak saptanmstir. Asit fosfatazin
yapist homodimer ve monomer halinde bulunur ve molekil agirkliklan sirastyla 100
— 105 kDa ve 45 — 47 kDa’ dir [6].

Enzimlerin optimum sicaklik araliklari genelde 40 — 60 °C’dir. Asit fosfataz igin
optimum sicaklik 30 — 80 °C arasinda degismektedir.Soya tohumunda asit fosfataz
incelemelerinde  ¢ok  yilksek optimum sicaklik  degeri tespit edilmigtir.
Aragtirmacilara gore ahsimamus yitksek optimum sicakhk enzimin stabilitesinden

kaynaklanmaktadir [13] .

Jie Guo ve Thomas C. Pesacreta sogan asit fosfatazi tzerinde yaptilan ¢alimada

optimum pH aralig1 4,5 - 6,5 arasindadir[7,10].

Piring ve sogan asit fosfataz1 incelendiginde Li’nin enzim aktivitesine etki etmedigi

gozlenmis buna karsm Mg ve Zn’nin kuvvetli inhibitorler oldugu saptanmistir[7,10].



4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1 Materyal ve Yontem

4.1.1 Materyal

pNPP , (Sigma)

pNP, (Sigma)

Triton-X 100 , (Merck)
Amonyum Siilfat , (Merck)
Sodyum Hidroksit , (Merck)
Amonyak , (Merck)

Sodyum Asetat , (Merck)
Asetik Asit , (Merck)
Sodyum Kloriir , (Merck)
Bakur Klorir |, (Merck)
Magnezyum Klorir , (Merck)
Molibdat , (Merck)

Potasyum Klorir , (Merck)
Distile su

Siyah bant siizge¢ kagidi , (Whatman)

Beyaz bant stizge¢ kagidi , (Whatman)

Kullanilan Cihazlar

Su banyosu , (Niive ST 400)

Su banyosu , (Clifton)

Santritly , (Heraeus CHRIST US 111). (25000d/dak)
Hassas terazi , (Oerling Na 264)

Magnetik kanstirict (IKAMAG)



UV Spektrofotometre , (HP)

Inkibatér , (Elektromag)

Sarimsak Canakkale bolgesinden elde edilmis olup ¢alismada 3 haftalik sarimsak

filizi kullamlmstir,

4.2 Deneysel calismalarda hazirlanan ¢ozeltiler

Reaksiyon durdurucu : NaOH (0,02 mol/lt ) 0,8 gr. NaOH balon jojede 1 It distile

su ile tamamlanmugtir [16,17].

Tampon : 0,1 mol/lt Asetat Tampon ( 13,6 gr CH;COONa _ 5,85 gr NaCl ve 1 ml
Triton-X 100 1000 ml distile suda ¢ozilmils ve Asetik Asit ile pH 1 5,5 e

ayarlanmigtir [17].

Substrat Cozeltisi : Smmol/lt pNPP ¢ozeltisi (Asetat tamponda ¢ozilmuis olan

substrat kullanilmistir [16,17].

4.3 Sarimsak Cozeltisinin Hazirlanmas:

Sarimsak filizleri koklerinden kesilerek hassas terazide tartildiktan sonra distile su ile
tyice ykanmustir.Filizler homojenizatére konularak izerine 5 kati kadar asetat
tampon ilave edilmigtir. 20 saniye yavas 40 saniye hzli devirde pargalandiktan sonra
olusan koyu renkli ve kalin bir kopitk tabakali ¢ozelti once siyah bant siizgeg
kagidindan . sonra da beyaz bant siizgeg kagidindan gegirilmistir Stizme igleminden
sonra ele gecen ¢ozelti ham homojenat olarak adlandinlomstir. Bu ¢6zelti icersindeki
kolloidal maddelerin ayrilmasi igin 20000 rpm’de 10 dakika santrifiije tabi
tutulmustur. Santrifij sonrast ¢okelti asetat tamponda saklanmis , ¢ozelti ise

amonyum siilfatla doyurulmusturf{17].



4.4 Amonyum Siilfatla Doyurma

Cozelti amonyum sulfatla doyurularak igersindeki proteinlerin  aynlmasi
saglanmigtir Bu amagla 6nce % 40 doyurma iglemi yapilmigtir, 100 mI’lik ¢ozeltiye
25 gr. (NH4):SO4 denk gelecek sekilde santrifiijden gikan ¢ozeltinin hacmine bagh
olarak ilave edilecek (NH4);SO, miktari hesaplanmistir Kanigim soguk ortamda 2
saat kangtnidiktan sonra 20000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiije edildikten
sonra aktivite ve protein tayini vapilmistir.Cokelti asetat tamponda ¢ozillerek

buzdolabinda saklanmgtir[17].

Amonyum siilfatla % 40 doyurma isleminden sonra, % 60 doyurma islemine
gecilmigtir. 100 ml’hk ¢o6zeltiye 39 gr. (NHy),SO, ilave edilecek sekilde ve
baslangicta eklene miktar ¢ikanlarak yeniden (NHy),SOs eklenmistir. 2 saat
kangtrma sonunda santriftij islemi tekrarlanmitir Cokelti asetat tamponda ¢oziiliip

buz dolabina kaldinlmustir. Aktivite ve protein tayinleri yapilmustir[17].

Doyurmanin son adiminda % 80 (NH,):SO. konsantrasyonuna ¢ikilmigtir. 100 ml’lik
gozeltiye 52,3 gr. (NH.4):SO. denk gelecek sekilde , baslangigtaki ilave edilen
miktarlar azaltilarak tekrar (NH4).SO. eklenmistir. 2 saat kanstirildiktan sonra 30
dakika boyunca santrifiijlenmis ve ¢okelek asetat tamponda ¢ozilerek buzluga

kaldinlmustir, gerekli tayinler yapilmistir[17].

Degisik substratlar kullanilarak elde edilen protein ve aktivite degerleri Tablo 4.1 ve

Tablo 4.2°de sunulmustur.

4.5 Inert Maddelerin Coktiiriilmesi

Aktiviteler ¢okelek fazlarinda daha yuksek ¢ikugindan her kademedeki cokelekler
bir kaba toplanmistir. Ortamda c¢oziinmemis olan yag ve diger safsizhklan
uzaklastirmak igin tekrar bir santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiljleme 20000 rpm’de
30 dakika boyunca gergeklestirilmistir. Santrifiijleme sonucu 2 tabaka olusmustur.Bu
islem sonucu ele gegen ¢okelek aulmis , ¢ozelti ise aktivite ve protein tayinleri

yapildiktan sonra kinetik islemleri igin saklanmstir.



4.6 Spektrofotometrik Olarak Protein ve Aktivite Tayini:

Protein Tayini:Aktivite ve protein tayini i¢in buzlukta saklanan amonyum siilfatla
doyurulmus numuneler higbir isleme tabi tutulmadan UV spektrofotometrede 280

nm’ de protein 6l¢iimii yapilmistir. Sahit numune olarak asetat tampon kullanilnugtir.

Aktivite Tayini:Protein olgiimii yapildiktari. sonra numunelere aktivite olglimi
uygulanmstir. 37°C reaksiyon sicakligi olarak tespit edilmistir. Substrat olarak asetat
tamponda hazirlannug 5mM p-nitrofenilfosfat (pNPP) ve p-nitrofenol (pNP)
¢ozeltileri kullamlmugtir. Numune sayisinca tiplere 2,25 ml pNPP ve pNP
konulmustur.5 dakika 37°C ‘de bekletildikten substrat g¢ozeltilerine birer dakika
arayla 0,25 ml. enzim ¢ozeltisi eklenmigtir. 30 dakika reaksiyona tabi tutulduktan
sonra 2,5 ml. NaOH ilave edilerek reaksiyonlar durdurulmustur. Sahit numune olarak
enzim ¢ozeltisi yerine asetat tampon konarak hazirlanan preparatlar kullamilarak

spektrofotometrede 405 nm ‘de aktivite degerleri tespit edilmistir.

4.7 Aktivite Degerlerinin Cevrilmesi

4.7.1 Toplam Aktivite

A(U/ml)= {Asos/ Agnita0s} *{ I/Enzim mik. } *{ I/Reak stiresi} *Sey derecesi

4.7.2 Spesifik Aktivite

A(U/mg)= A(U/ml)/protein



Tablo 4.1 Asit Fosfataz Enziminin izolasyonu ve Kismi Saflagtirimasinda Substrat

Olarak pNPP Kullamldiginda Doyurma Oranlarma Iliskin Protein ve Aktivite

Degerleri
. Toplam Aktivite . .
Kademe Toplam Protein Spesifik Aktivite ..
(U) Saflagtirma Devecesi
(mg) (U/mig)

Ham Homojenat 188,56 36,330 0,298 1,000
%40DovurmaOrani 163,24 85,130 0,521 1,740
%60DoyurmaOran 122,51 140,44 1.146 3,840
%80DovurmaOram 83,480 434,93 3,210 17,40

Diyaliz Sonrast 76,120 469,66 6,170 20,70

Tablo 4.2 Asit Fosfataz Enziminin Izolasyonu ve Kismi Saflagtiriimasinda Substrat

Olarak pNP Kullanldiginda Doyurma Oranlanna Iliskin Protein ve Aktivite

Degerleri
Kademe Toplam Protein Toplam Aktivite | Spesifik Aktivite | Saflagtirma Derecesi
(mg) tU) (Urmg)

Ham Homojenat 188,56 30,91 0,27 1,00
%40Dovurma Oram 163,24 74370 0.430 1,660
%60Dovurma Oram 122,51 13027 1,060 3.920
%30Dovurma Oram 83,480 325.60 3.900 14,40

Divaliz Sonrasi 76.120 369.30 4,850 17.96

Sanmsak filizinin pNP ve pNPP substratlariyla yapilan saflagtirma islemleri sonucu |
aktivite tayinlerinde pNPP “in daha yiiksek aktivite verdigi ve saflagtirma oranlarinmn
daha fazla oldugu gorilmigtur. Baslangigta saflagtirma islemine tabi tutulmamus asit
fosfatazin aktivitesi 0,298 ve 0,270 iken %080 doyurma ile bu oran 5.210 ve 3,900 ‘e
kadar ¢ikartilmigtir. Diyaliz sonrast ise 20.70 ile 17,96 kat saflagtirma yapilmuis olup
degerler 6.170 ile 4,850 ‘ye yukseltilmistir.



4.8 Sarimsak Filizinden Elde Edilen Asit Fosfataz Enziminin Kinetik
Ozellikleri

4.8.1 Sicaklik Etkisi

Enzimler izerine sicaklik etkisi iki sekilde incelenmistir.
-Optimum Sicakhik
-Sicaklik Stabilite

4.8.1.1 Optimum Sicakhk

Optimum sicaklik , enzimin farkli sicakliklarda aktivite tayini ile tespit edilmistir.
Aktivite tayini yapihirken sahit numune olarak o sicakliktaki enzimsiz numune
kullanilmugtir .Degerler Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de sunulmustur ve grafiksel sonug
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmigtir.

Tablo 4.3 Asit Fosfataz Enziminin Optimum Sicakiik Degerleri (pNPP kullamilarak

yapilan c¢aligma )
Sicaklik (°C) Spesifik Aktivite (U/mg) Relativ Aktivite (%)
20 20.16 47.50
30 27.82 63.50
40 29.45 69.39
50 42.44 100.0
60 36.29 85.50
70 27.13 63.92

Tablo 4.3°de gorillen degerler Sekil 4.1’de grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.1 Optimum Sicaklik (pNPP)

Tablo 4.4 Asit fosfataz enziminin optimum sicaklik degerleri (pNP kullanilarak

yapilan ¢aligma )
Sicaklik (°C ) Spesifik Aktivite (U/mg) | Relativ Aktivite (%)
20 16.26 55.76
30 19.03 63,26
40 23.57 80.82
50 29.16 100.00
60 24.88 85.32
70 20.37 69.83

Grafiksel yapiy1

aktacimigtir,

incelemek igin Tablo 4.4’de verilen

degerler Sekil 4.2’ye
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Sekil 4.2 Optimum Sicaklik (pNP)

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gorildiugi gibi sanmsak filizinden kismi saflagtinilmug asit
fosfataz enzimi 40°C ile 60°C arasinda kararlidir. Enzimin aktivitesinin pNPP ve
pNP kullamlmast durumunda maksimum aktiviteye 50°C* de ulagtigi
gdzlenmigtir. 60°C’den sonra aktivite de ani disiis gézlenmistir Bunun sebebi

enzimin protein yapisimn bozulmasidir.

4.8.1.2 Sicakhk Stabilite

Stcakltk  stabilitesi igin  seyreltik enzim ile c¢ahsimustir.  Seyreltik  enzim
numunesinden 7 ayn tiipe 0,5 ml eklenmistir. Her tiip 0 =70 °C ° lerde 15 dakika
birakilmigtir. 15 dakika sonunda 5 dakika sogutulmustur.Bu numunelerin aktivite
tayinleri Bolim 4.6’da anlatildigi sekilde yapilmustir.Elde edilen sonuglar Tablo

4.5"de sunulmus, grafiksel ifade Sekil 4.3°de gosterilmistir.
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Tablo 4.5 Asit Fosfataz Enziminin Sicakhk Stabilite Degerleri

Sicaklik (°C) SpesifikAktivite (U/mg ) Relativ Aktivite (%)
0 18.07 100.00
40 51.16 106,42
30 49.28 102,51
60 46.66 97.060
70 10.03 20.86

Tablodaki sonuglar grafige aktarirsak,
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Sekil 4.3 Sicaklik Stabilite

Enzim Uzerine sicakligin etkisi incelendiginde , sanimsak filizinden elde edilen asit
fosfatazin 50°C maksimum aktivite gosterdigi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterildigi
gibi tekrar saptanmigtir ve kararliligim 40°C ile 60°C oldugu gézlenmistir. 60°C den

sonra ¢ok hizh bir aktivite kaybina ugradigt gorilmistir.



4.9 Enzim Uzerine pH Etkisi

Enzimler tizerine pH etkisi optimum reaksiyon kosullarim saptamak igin 6nemli bir

parametredir. Enzim {izerine pH etkisi iki sekilde incelenmistir:

- optimum pH

- pH stabilite

4.9.1 Optimum pH

Calismanin bu béliimiinde substratin pH degeri 3,5 ile 9 arasinda ayarlanmustir.
Hazirlanan farkli pH larda substrat ¢ozeltileri hazirlanarak aktivite tayini yapilmustir.
Sahit numune olarak o pH degerindeki enzimsiz numune kullanilmustir.Sonuglar
Tablo 4.6’da , grafiksel ifade Sekil 4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.6 Asit Fosfataz Enziminin Optimum pH Degerleri

pH Spesifik Aktivite (U/mg) | Relatif Aktivite (%)
3.3 0 0

4.1 0.523 3.420

5.0 9.640 63.04

3.3 11.25 73.57

6.0 15.29 100,0

6.4 13.40 87.63

7.2 10.22 66.88

8.4 8.250 53.93

Tablo 4.6’nin degerlerini grafige aktardiginuzda, Sekil 4.4°u elde etmekteyiz.
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Enzim tzerine pH etkisi incelendiginde sarimsak filizinden elde edilen asit fosfataz
enziminin Sekil 4.4’ de goruldigi gibi optimum pH1 6 olarak
saptanmgtir. Kararlllik araligr ise gonildigu gibi 5-7 arasindadir. pH 4 ile 5,5

arasinda ani bir artig, pH 7’den sonra hizh bir aktivite kayb1 s6z konusudur.

4.9.2 pH stabilite

Calismanin bu bolumiinde asetat tamponun pH degeri 2 ile 10 arasinda
ayarlanmstir. Ayarlanan pH sayisinca deney tiiplerine 1:1 oraminda tampon ¢ozeltisi
ve enzim eklenmistir. Bu tiipler 30 °C’ye ayarlanmus etiivde 24 saat birakilmustir. 24
saat sonunda aktivite tayini yapilmistir. Sahit numune olarak enzimsiz distile su
kullanilmistir. Deneysel sonuglar Tablo 4.6°da , grafiksel sonug¢ ise Sekil 4.5°de

sunulmustur.



Tablo 4.7 Asit Fosfataz Enziminin pH Stabilite Degerleri

pH Spesifik Aktivite (U/mg) Relatif Aktivite (%)
2.00 0 0
3.00 0.666 3.290
4.00 0.809 4.000
4.95 11.00 54.42
3.65 12,46 61.65
6.18 17.43 86.24
7.56 20.21 100.0
8.75 19.18 9498
9.25 17,68 87.48
9.95 10.35 51.21

pH stabilite degerlerini grafige gegirdigimizde Sekil 4.5°1 elde etmekteyiz.
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Enzim {zerine pH etkisi incelendiginde , sarmsak filizinden elde edilen asit

fosfatazin optimum pH degeri 6 olarak saptanmustir (Sekil 4.5). pH 5-9 arasinda

kararlillk arahigi tespit edilmistir. pH 2-4 arasinda aktivite 0'a yakmn bir degerde

olup, pH 9" dan sonra hizh bir aktivite kayb oldugu goriilmistur.
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4.10 Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Substrat konsantrasyonu enzim reaksiyon derecesinin tespitinde énemli bir faktordiir.

Eger , enzim konsantrasyonunu sabit tutup substrat konsantrasyonu degistirir ve elde

edilen degerlerle baslangig hizina kargi substrat konsantrasyonu gizilirse Michealis ~

Menten egrisi elde edilir. Bu sayede enzimatik reaksiyonun derecesi , mekanizmasi ,

K ve Vi, degerleri hakkinda bilgi edinilebilir.

Bu caligmada pNPP ve pNP substrat olarak kullamlmis ve konsantrasyon

degisiklikleri incelenmigtir.Elde edilen sonuglar Tablo 4.8’de belirtilmi , grafiksel
ifade Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de sunulmustur.

Tablo 4.8 Asit Fosfataz Enzimine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

S (mM) V (mM/sec) (pNP) V (mM/sec) (pNPP)
2.5 12.917 14.912
3.0 13.220 15,784
10 16.028 19.215
15 16.016 31472
20 16.017 52.264

Tablodaki degerleri

hesaplayabiliriz. Sekil 4.6’y1 ve Sekil 4.7’yi incelersek;

grafige aktarip incelersek Michaelis Menten sabitlerini



0.08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -

/v

0,04 -
0,03 - ¢
0,02 -+ .

0,01 ¢

1/s

Sekil 4.6 1/s — 1/v (pNPP ile yapilan galigma)

Sekil 4.6’da goriildiigt gibi pNPP ile yapilan ¢ahsmada, grafigin 1/v eksenini kestigi
nokta 0,01°dir. Bu deger 1/V,, degerine esittir. Buradan V,, (Michaelis-Menten
Sabiti) 100mM/sn olarak hesaplanir. pNPP ile yapilan ¢alismadaki maksimum hiz
degeri 100mM/sn olarak tespit edilmistir. Aym sekilde, 1/s eksenini kesen nokta ise
-0,047dir. -1/Kn, (Michaelis Menten Sabiti) degeri bu buyiiklige esit oldugundan
K degeri 21,27mM olarak hesaplanir.

Benzer sekilde pNP ile yapilan ¢aligma sonuglannt da Sekil 4.7°de gorebiliriz.
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Sekil 4.7 1/s —1/v (pNP ile yapilan ¢aligma)

Sekil 4.7 incelendiginde ve pNPP ile yapilan c¢alismadaki Michaelis Menten
Sabitlerini bulma yontemi takip edildiginde pNP igin Vp, degerinin 20 mM/sn, Kn
degerinin ise 8,33mM olarak hesaplandig1 goriiliir. Sonuglar kargilastinldiginda Ky,
degeri daha biiyik olan pNPP’de reaksiyonun daha hizh olustugu ve maksimum

hizin da buna bagl olarak yiiksek oldugu saptanmstir.

4.11 Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Genelde iki enzim molekiilii , substrati , tek enzim molekilinden iki kat daha
fazla katalizlemektedir.Diger bir deyisle reaksiyon baglangic hizi  enzim
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Eger reaksiyon baslangic hizi bu orantidan

sapma gosteriyorsa asagidaki durumlar olabilir;



- Yiiksek enzim konsantrasyonu

- Enzim yapisindaki bazi komponentlere ( koenzim) ¢ok yakinlik duymasi

- Bazi peniyotlarla degisim , reaksiyon baslangi¢ hiz1 6lgiilmeden elde edilmesi

- Tam inhibe etkisi olan ¢ok az safsizligin reaksiyon ortaminda olmasi

- Reversbl olarak enzime baglanarak inert kompleks olusturabilen inhibitorlerin
enzim ¢ozeltisinde olmasi

- Ayrilabilen aktivatoriin veya koenzimin enzim ¢ozeltisinde olmast

Eger reaksiyon baslangi¢ hiz1 enzim konsantrasyonuna orantih olarak degigse de , bu

enzimin tam kinetik 6zelliklerini vermez.

Bu ¢alismada sanmsak filizinden elde edilen asit fosfataz enziminin konsantrasyon

degisimi degerleri Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9 Asit Fosfataz Enzimine Konsantrasyon Degisimi ve Reaksiyon Siiresinin
Etkisi

Enzim Konsantrasyonu Aktivite degerleri Aktivite degerleri
{seyreltme derecesi) (30 dk . reaksiyvon ) (5 dk. reaksivon )
172 2.1327 1.3764
/5 1.3764 0.0346
1/10 1.1236 4.21%107
1/20 1.0084 8.13%10™
1/50 0.6166 6.81%10™

Not :Tablo 4.9’un degerleri absorbans cinsinden verilmistir.

Tablo 4.9’un degerlerini grafik alamina aktarirsak Sekil 4.8’i elde ederiz.Enzim

kensantrasyon ve reaksiyon strelerin grafik tizerinde incelersek;
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Sekil 4.8 Enzim Konsantrasyonu

Reaksiyon stiresi 30 ve 5 dakika olarak inceleme yapildiginda genel olarak seyreltik
enzimle calisildigi durumda aktivite olduk¢a dusmastir. Seyreltme oram artip
reaksiyon siiresi kisaldik¢a degerlerde bir dalgalanma goézlenmistir. Bunun sebebi de
substratla enzimin temas miktarinin azlili ve reaksiyonun tam olarak
olamamasidir Fakat reaksiyon siiresi 30 dakika olarak deneysel g¢alismalarimizi
yuruttiigimiizde, enzim ile substrat arasinda temas daha iyi saglandigindan
dalgalanma durumu kaybolmustur.Literatiir ¢alismalarin baktigimizda da uygun

reaksiyon siiresinin 30 dakika oldugu gorilmiistar[17].
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4.12 Substrat Konsantrasyonu ilk hiz Degerleri
Asit fosfataz enzimi kullamlarak degisik substrat konsantrasyonlarinda 5 dakika
reaksiyon suresi uygulanarak itk iz degerleri tespit edilmistir.Deneysel veriler Tablo

4.10’da sunulmustur,

Tablo 4.10 Asit Fosfataz Enziminin Substrat Konsantrasyonu Ilk Hiz Degerleri

Substrat Konsantrasvonuz (inM) Aktivite degerleri (5 dk. Reaksivorn)
5 2.837%107
10 3.964¥107
15 6.382%107
20 6.879%10"

Not : Tablo 4.10’un degerleri absorbans cinsinden verilmistir.

Tablo 4.10’un degerlerini grafiksel olarak Sekil 4.9 iizerinde gosterdigimizde;

0,008 -
0,007
0,006 -
0,005
0,004
0,003 A
0,002 -
0,001 -

SR SR Y

Absorbans (405nm)

S (mM)

Sekil 4.9 Substrat Konsantrasyonu Ilk Hiz



Reaksiyon siiresi ¢ok kisa oldugundan aktivite degerleri olduk¢a distktir.Bunun
sebebi de enzim konsantrasyonun da oldugu gibi substrat ile enzimin yeterince temas
saglayamamasidir. Fakat, Sekil 4.9’dan goruldigii gibi substrat konsantrasyonu

arttikca aktivite degerleri de artmaktadir.

4,13 Termal inaktivasyon

Deneysel ¢aligmanin termal inaktivasyon bolimi 65°C , 67°C ve 69°C ‘lerde
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in enzim numunesinden 2 ml alinmig ve daha o6nce
65°C’ye ayarlanmig su banyosuna yerlestirilmistir. 0. , 10., 20. , 40. , 60. dakikalarda
numuneler alimmgtir. Alinan numunelere 37°C de aktivite tayini yapilmgtir. Sahit
olarak aym sicaklikta enzimsiz numune kullamlmistir. Aym olaylar 67 ve 69° C lar

i¢in de tekrarlanmgtir. Deneysel ¢alismanin sonuglart Tablo 4.11°de sunulmustur.

Tablo 4.11 Asit Fosfatazin Termal Inaktivasyon Degerleri

Zaman (dakika) Sicaklik . 65° C Sicaklik . 67° C Sicakhik . 69° C
0 2.13499 1.69402 1.64265
10 1.87626 1.63274 1.52883
20 1.63818 1.57686 1.42596
40 1.32736 1.43363 1.33172
60 1.22964 1.32239 1.16869

Not: Tablo 4.11%in degerleri absorbans cinsinden verilmistir.

Enzimin stabilitesini anlayabilmek i¢in zamana karst Tablo 4.11°de sunulan
absorbans degerlerinin logaritmik olarak  grafige gecirilmesi gerekmektedir.Bu

amagla hesaplanan logaritmik degerler Tablo 4.12"de verilmistir.



Tablo 4.12 Termal Inaktivasyon Degerlerinin Logaritmik ifadesi

Zaman (dakika) LogV (65°C) LogV (67°C) LogV (69°C)
0 0.3293 0.2289 0.2166
10 0.2732 0.2129 0.1843
20 0.2143 0.1944 0.1341
40 1.2298 0.1546 01244
60 0.0897 0.1213 0.0677

Tablo 4.12°de bulunan degerleri grafik ortamma tagir (Sekil 4.10), enzimin termal

stabilitesini incelersek ;

Log (Aktivite)

0 T T :
0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (dakika )
—e—65C --®--67C —-+-69C

Sekil 4.10 Termal Inaktivasyon

Asit fosfataz enzimi 60°C’den sonra hizli bir aktivite kaybina ugramistir. Ozellikle
62°C ‘de aktivite olduk¢a dismiistiir. Bu nedenle, sicaklik kontroliiniin en fazla
65°C” ye kadar saglikli bir sekilde yapilabildigi sdvlenebilir. Bunun nedeni yiiksek

sicaklikta enzim yapisindaki proteinin denatiire olmasidir.
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4.14 Asit Fosfataz Enziminin Aktivasyon Enerjisinin Saptanmasi

Enzim aktivitesi Uzerine sicakligin etkisini incelemek olduk¢a karmagiktir.Ctunki
kimyasal kinetik kurallarima gore reaksiyon hzlarinin sicaklikla arttigim
bilmekteyiz. Enzim reaksiyonlan ise ancak belli bir sicakliga kadar bu kurala uyar.
Bagka bir deyimle , enzim aktiviteleri belirli bir optimum sicakliga kadar artar. Ve
buna bagimh olarak enzimlerin katalize ettii reaksiyon hizlart da optimum sicakliga
kadar artmaktadii.Enzim reaksiyonlarinda bu bolgede genel olarak Arrhenius Egsitligi

gegcerlidir.

k= A e-Eu R-l-

ile ifade edilen bu esitlikte , enzim reaksiyonlar i¢in k hiz sabiti yerine reaksiyon

hizlar kullamilarak iglemler strdiirilebilir. Bu durumda Arrhenius esitligi

v=A &, ®" seklini alir.

Bu esitlikten 1/T ye karst 1/V grafigi ¢izilirse egim ~E,/R degerini vermektedir.

Bu ¢aligmada Asit Fosfataz enzimi kullamilarak farkli substratlar (pNPP ve pNP ) ve
farklt konsantrasyon degerleri igin aktivasyon enerjileri hesaplanmustir. Bulunan

degerler Tablo 4.13’de sunulmustur.

Tablo 4.13 Sanmsak Filizinden Elde Edilen Asit Fostatazin Aktivasyon Enerjileri

Konsantrasvon {mM) Aktivasyon En.(kcal) (pNP) Aktivasvon En.(kcal) (pNPP)
1.25 | 12.974 12.661
2.50 15.799 17.324
- 5000 ] 12.200 12.119
10.0 | 12.902 11.566
(5.0 L [1.925 12.325
20,0 | 17372 TL.180




Literatir ¢aligmalant incelendiginde asit fosfataz enziminin aktivasyon enerjisinin 10
kcal ile 20 kcal arasinda oldugu g6zlenmistir[8]. Deneysel ¢aligmamizda da farkh
konsantrasyonlar igin aktivasyon enerjisinin araligt dogru olarak saptanmistir. Fakat
genel bir bakigla pNP kullanildiginda aktivasyon enerjisinin daha yiksek oldugu
gozlenmistir. Caligma sart1 olan SmM konsantrasyonda da pNP’nin substrathgmdaki

aktivasyon enerjisi yiksektir.

4.15 Substrat Konsantrasyonun Reaksiyon Siiresine Eikisi ve Ik Hiz Degerleri

Substrat konsantrasyonu ve reaksiyon siresi Asit Fosfataz enziminin kinetik
Ozellikleri agisindan oldukga oOnemlidir. Farkli substratlarda ve farkhh reaksiyon
stirelerinde enzimin aktivite degerleri incelenerek reaksiyonlarin hiz degerleri tespit
edilmistir. Bulunan degerler asagidaki Tablo 4.14 ve Tablo 4.15’de, grafiksel ifade
ise Sekil 4.11 ve Sekil 4.12’de sunulmustur.

Tablo 4.14 Substrat Konsantrasyonu Reaksiyon Siresi Degisimi (pNP ile yapilan

calisma)
Zaman (dak) 2.5 mM 5.0 mM 10 mM [ 15 mM 20 mM
5 0.0026 0.0028 0.0039 0.0063 0.0068
10 0.1623 0.1326 0.1528 0.1624 0.1344
20 0.7613 0.8224 0.9861 1.1630 1.2716
30 1.2367 1.3646 1.5268 1.6114 1.6688
40 1.6221 1.6421 1.6339 1.6327 1.6622

Not : Degerler absorbans cinsinden verilmistir.

Tablo 4.14°deki sonuglan grafik lizerinde gosterirsek Sekil 4.1171 elde ederiz.Sekil

incelendiginde;
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40 50
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Sekil 4.11 Konsantrasyon zaman degisimi (pNP)

[lk 20 dakikalik zaman dilimi igersinde enzimin aktivite degerleri dalgali olmaktadir.

20 dakikadan sonra 5 ve 10mM’hk konsantrasyonlar igin aktivite degerlerinin

birbirine yaklastigl, 2,5 , 15 ve 20mM’da birbirine yakin oldugu gdzlenmektedir. Her

konsantrasyon degeri igin 30 ve 40 dakikalik reaksiyon siiresi uygun bulunmustur.

pNPP ile yapilan deneysel ¢aliyma sonuglarini da Tablo 4.15°de incelersek ;

Tablo 4.15 Substrat Konsantrasyonu Reaksiyon Siiresi Degisimi (pNPP ile yapilan

calisma)
Zaman (dak) 25 mM 5.0 mM 10 mM 15 mM 20 mM
N 0.0016 0.0020 0.0028 0.0087 0.0032
10 0.0113 0.0221 0.1327 0.2718 0.1229
20 05617 0.6618 0.8219 08919 10343
30 11793 1.2386 1.5219 1.5763 1.5998
40 1211y 1.2218 1.332] 1.3617 1.6186
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Not: Degerler absorbans cinsinden verilmistir.

Substrat konsantrasyonunun ve reaksiyon siiresinin asit fosfataz Gzerine etkisi grafik

ortaminda Sekil 4.12°de gosterilmistir.

1,8 1
1,6 -

— J—t
M
—_— N A
I 1 1

Absorbans(405)

0 =~ ‘ 1 ; ,
0 10 20 30 40 50

Zaman(dakika)

| —=—25mM --o--SmM —a—-10mM --o--15mM —e—20mM

)

Sekil 4.12 Konsantrasyon zaman degisimi (pNPP)

Deneysel galismalarda uygulanan 30 dakikalik reaksiyon siiresinde alinan sonuglar

40 dakikalik stirede daha fazla aktivite verdigi igin tercih edilebilir 6zelliktedir.

4.16 Asit Fosfatazin Inhibisyonu ve Aktivasyonu

Birgok kimyasal etmenler enzimin katalitik aktivitesini , aktive ya da inhibe edebilir.
Substrat ve koenzimlerin yamsira birgok enzim tam olarak aktif hale gecebilmek igin
protein olmayan. bazi hallerde de protein olan bilesiklere ihtiyag duyarlar. Aktive
edici tyon , koenzim ya da kosubstrat ile komplex olusturarak direkt olarak
reaksiyona katilabilir. Diger durumlarda ise iyon enzimin bir parcasidir ve aktif

merkeze direkt olarak baglanabilir.
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Inhibitorler ya numuneden ya da reaktiflerden gelebilir. Substratlarin ve doniisen
ariinlerinin inhibitér etkileri oldukga iyi bilinmektedir. Katalitik aktivite Gzerine

substrat etkisi yitksek substrat konsantrasyonun kullanminu ile siurlandiriimaktadur.
4.16.1 inhibitér Etkisinin incelenmesi

Asit Fosfataz enzimini en yiiksek sekilde inhibe eden maddeler Cu ;Mo ,Mn dir. Buna
g6rel0” M olarak hazirlanan inhibitor ¢ozeltilerinden taplere S0 , 100,150 ,200 ve
250 mikrolitre konarak (izeri substratla 2,25 ml ye tamamlamr. 5 dakika 37°C de
bekletilen g¢ozeltiye 0,25 ml enzim ilavesi yaphr . 30 dakika reaksiyona tabi

tutularak aktivite tayini yapihir[7].

Tablo 4.16 Asit Fosfataz Uzerine inhibitor Etkisi

Inhibitér Miktan (ul) | Relatif Aktivite (Cu) | Relatif Aktivite (Mo) Relatif Aktivite (Mn)
50 97.26 85.72 97.31
100 84.95 76.15 97.85
150 68.15 78.62 74.29
200 70.63 58.01 67.99
250 66.21 39.62 66.25

Literatiir ¢aligmalar incelendiginde Mo ve Cu’nun asit fosfataz igin iyi bir inhibitér
oldugu saptanmistir. Mn'mn ise asit fosfataz enzimini yiksek oranda inhibe ettigi
saptanmugtir[7,10,17]. Deneysel sonuglan grafik lizerinde gosterirsek (Sekil 4.13)

literatiir ifadelerini daha net gorebiliriz.
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Sekil 4.13 Inhibitor Etkisi

Caligmamizda, Tablo 4.16°da sunulan ve Sekil 4.13’de gosterilen degerler literatiir
caligmalanini dogrulamaktadir. Inhibitor segimi vapildizinda Mo’ asit fosfataz igin
i1 bir inhibitdr oldugu gozlenmistir,. Mo ve Cu Sekil 4.13°den de gorildugi gibi ivi
birer inhibitorken, Mn digerlerine gore daha az , fakat yiiksek oranda inhibe

ozelligine sahiptir.
4.16.2 Aktivatér Etkisinin Incelenmesi

Asit Fosfataz enzimini en belirgin aktivatorlerinin baginda Na ., Ca ve K
gelmektedir. Inhibitér etkisinin incelenmesine benzer sekilde bir deney takip edilerek

aktivasyon durumu belirlenmigtir] 17].



Tablo 4.17 Asit Fosfataz Uzerine Aktivator Etkisi

Aktivator Miktart (ul) | Relatif Aktivite (Na) |} Relatif Aktivite (Ca) Relatif Aktivite (K)
50 169.05 101.59 120.51
100 180.18 126.62 130.41
150 131.83 150.77 139.33
200 139.65 146.15 150.38
250 163.32 165.15 215.03

Tablo 4.17°deki degerleri grafik tzerinde gosterirsek Sekil 4.14’0 elde ederiz ve

grafik {izerinde aktivator se¢imini daha iyi tayin edebiliriz.

[
th
<
L)
[l
(]

30 100 150 200
Aktivator Miktari(ul)

K

Sekil 4.14 Aktivator Etkisi

Aktivatorlerin tiimiine bakiddiginda dusik aktivator miktarlarinda Na’min , ancak
yiksek aktivator miktarlarinda  ise K'min  uygun bir aktivator oldugu
goriilmustir Literatir ¢ahsmalarinda da K’nin asit fosfataz igin 1yi bir aktivator
oldugu belirtiimektedir.Sekil 4.14°den gorildigi gibi Ca ve Na'mn aktivasyon
degerleri birbirine oldukga yakindir.Ca ve Na asit fosfataz enzimini yiksek oranda

aktive etme ozelligine sahiptirler.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Laboratuvar olgeginde yapilan sarimsak filizinden asit fosfatazin  kismi
saflastiriimas: ve kinetik yapisinin incelenmesi ¢alismasinda elde edilen sonuglar ve
gozlemler 1518inda asagidaki genel yargilara varilmigtir:

1.Sarimsak filizinden elde edilen asit fosfatazin farkli reaksiyon sirelerinde ve farkh
substrat konsantrasyonlarinda aktivitesi olgildiigiinde pNPP ve pNP ile ¢alisildiginda
maksimum aktivitenin 20 mM ‘da ve 30 dakika reaksiyonda elde edildigi

goOzlenmustir.

2. Ekstraksiyon safhasinda tampon ¢ozelti olarak asetat tampon kullamimustir. Bu

¢ozelti 5 mM olarak ve pH ‘1 5.5 olarak hazirlanmgtir.

3.Deneysel ¢aliymada , izolasyon ve kismi saflagtirma sirasinda ;

-Ham homojenat ile % 80 doyurulmus g¢ozeltinin aktivite oranlan pNP

kullamldiginda 14.4 kat iken pNPP kullarldiginda 17.48 kat artmustir.

-Diyaliz isleminden sonra bu oranlar ham homojenata gore pNP ve pNPP ile sirasiyla

17.96 ve 20.70 kat olacak sekilde arttinlmstir.

4.Bitln saflagtirma ve izolasyon islemleri +4 C -de yapiimustur.

5.Enzim kararliig igin optimum pH degerinin 5.5 ile 7.5 arasinda olmasi

gerckmektedir.

6.Sat’enzim pH 6 ‘da maksimum aktiviteye ulasnustir.

7.Saf enzim 40 ile 60" C arah@inda kararliltk géstermistir.
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8.Enzimin maksimum aktiviteye ulastig: sicaklik 50°C dir.

9.Sarmsak filizinden elde edilen asit fosfatazda % 80 doyurma oram (NH4).SO,

uzaklastinlmasi igin yeterlidir.

10.Enzim kinetigi incelendiginde ¢ok diisiikk enzim konsantrasyonlarinda ve ¢ok az

reaksiyon siirelerinde aktivite degerlerinin son derece disiik olugu gozlenmistir.

11.Enzim konsantrasyonunun incelenmesi sonucu 1/10 oramindaki seyreltik enzim ile

calisiimast uygun bulunmustur.

12.Substart konsantrasyon degerleri incelendiginde maksimum aktivite veren 20 mM

ile galismak uygun bulunmustur.

13.Reaksiyon stresi olarak 30 dakika uygun goriilmustiir. 5 dakika reaksiyon siiresi

son derece kisa oldugundan aktivite degerleri dalgali ve ¢ok diigik elde edilmistir.
14.Enzimin termal inaktivasyon sonuglarina bakildiginda kararlihig 40 ile 60° C
olan enzim 65 , 67 ve 69° C ‘ler de lineerlikten sapma gostermis ve bu da enzimin

tek bir enzim olarak elde edilemedigi fikrini dogurmustur.

15.Caligmada saptanan aktivasyon enerjileri degerlerinden goriildiigii gibi enzimin

aktivasyon enerjisi 10 ile 20 kcal . arasindadir.

16.Enzimin inhibitoér durumuna bakildiginda Mo Cu ve Mn iginden en fazla inhibe

ozelligi tagiyanin Mo oldugu bulunmustur.

17 Aktivator etkisine bakildiginda Na ve K ‘mn uygun aktivatorler oldugu

saptanmustir.

18.Asit fosfataz enzimi igin en ivi substrat pNPP olarak bulunmustur.

U
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19 Kinetik sabitlerden V,, ve K. degerleri hesaplandiginda pNPP igin V,, degeri
100mM/sn K, degeri ise 21.27mM olarak bulunmustur.Aym degerler pNP igin ise

sirasiyla 20 mM/sn ve 8.33 mM olarak hesaplannmustir.
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