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Soya Fasudlyesi{Giycine max) ve Jackbean{Canavalia ensiformis)

Ureazlarimin K1smen Saflagtiriimasi ve Ozellikleri.
I-GiRIS

{ireaz dofal olarak baklagitlerde Proteus vlgaris ve Bacillus
pasieuril Qi bazr mikroorgamzmalards Gneml Sleide bulunan fakst
yiksek samT canhlards bulunmayan bir enzimdir{1,2 3

GinGmizde draaz ropial ve nemh tnprakiard' yetiziirilen dack
bean{Canavalia ensiformis) den saflasiinimakts ve kullan rmak tadiri 4y,
Jackbean Ureaz, 1926 nihinda Sumner taratindan nldukea basit bir géniem-
ie saflastimiimisthiri Sl

Liustararas: Biyokimuys Birhgill.LB.) enzimi EC2.5.1.5 olarak
kodlamigtir Buna gére enzimin ;mternﬁtik ad1 "Urepamidohidroiaz” ve ka-

talize ettigi reaksiyon;

CO(NH,), + H,0 U882, 5y +  Co,

seklinde oldufdu gisterilmiztics 6}

I 1-UREAZ ENZIMININ MOLEKDLER YAPISI

Jackbean Greazt kristal olarak izole edilen ilk enzimdirdreaz
icin rapor edilen {1k molekdler kK0tle 430000 daltondur, Ahcak 200 Zaman-
Jlards 590000 oldugu bildirilmistir Bu degerler 20000-37000 srasinda
yer alan monomerler igin rapor edilmistir(T).

Takicshima ve arkadaglar Greazin herbiri 90770 dalton olan & ak—
tif alt birimden clustugunu Bildirmiglerdir{7) Mamiya ve arkadagsian
fregz monomeriarinio molekdl agiriiging 20790 olarak bulmmug ve

().

hekzamerin toplam molekdl agirliging 544790 olarak hesaplarmistir{a



Myvon ve arkadastam iz areazin her Dir alt birtminin molekiil
agirhimim & 95000 olarak bulmusturi2) Biakeley ve arkadasiamn, sediman-
tasyon galhismalarnindan enzirmin molekdl agiriigim S90000 F 30000
plarak ifade etmistir10).

Bailey ve Boulter uitra antﬁfu asyon ybniemi iie yaptiklan
incetemelerde Jackbean Dreazimrn incelenen bitin fraksiyoniarinds blytk
ve dedisken salara sahip ter i iplerin mevocudiyetini qn siermigir.bunea
gore;

a) &4 Ureaz: Mol aqirhidy 190000-262000 olan Ureaz monormer-

fer.

bied~ Ureaz:Mol afirhidy 480000 olsn Ureaz monomerierinin

meydana getirdigi polimerier.

3 pl-lreaz monomerierinin tetramer seviyesi attindakl polimer-

Terdir{i1,12}

Fishbein ve Magarajan, ok- ireazdan pH 3.5-4.5 daky titrasyonugla
Ay reazin Urelimini géstermistirBuna gore 4, dreazin mol adriig
240000 olarak bulunmustur(i2),

| Jackbean{Canavalia ensiformisl ve Soys TasllyesiGlycine max}
Greaziarinin biribirine benzer alt birimlere e sahip rjldugﬁu bildiriimigtir
(13}

Takishima ve arkadagisn Jackbesn Greszinin her it biriminin
G40 sminoasit dizitiminden olugdudunu ve icerisindeki 25 histidin |
artigimn 13 tanesinin 479-607 aminaasit dizilimi arasinda kalan bdlge-
de toplandiqim bitdirmisierdir(7 8} |

Jackbean dreszi,sym zomanda hikel iceran metallo enzimlerin
itk drnegidirSpekirofotometrik galigmalar nikel iyonunun katsliz esha-
snda temel role sahip aldugunu gdstermisgtir(7, 10}
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Ureazin her alt biriminin{96600 grimold nikel igerigi 2+0.12
gr/mol ‘e iekabi) etmektediri® 10 Enzim molekdiit Gzerinde amine asit
sirasimn 479-607 aresinda kalan bilgenin Wi baglayan kisrm thiiva
ettigini gistermekiedir. Spektral calismaiardan elde edilen sonuglars
nore dreazin her alt biriminin N 1yonw Kordinasygon sayisinin 6 aldugu WE
belki de kismen histidiniere baglandid seklindedir{7;8] |

Hreaz her st biriminde iki nikel atomuna sahip ve toplam 12
mkel atormu 1‘{:9ren Dir nikel metallcenzimdir(3).

3 boyutly yapiua sahip metalo proteinterin cegundaki metal bag-
layan aming =it artiikden zincirde yanyana bulundudundan by histidince
zengin olan bélge enzimin metal bagianan kisrmint ihtiva edebilir

Bir protein icerisinde -SH gruplannin varhg itk defa Jackbean
uresz igin témmlanrm3t1r‘Enzim in;eri'sindeki -SH gruplarimn varhip 2
sekiide stmflandininrmstr,

alagi1k olaniar: Buntar natit konformasyonds titre edilebilirier.

b} SaklI{Eﬁmﬁlﬂlﬂlﬁnlar:.&ncak denaitre oldukiam zaman Litre
edilebilirier.

Her dreaz meiekdiinde 27-35 reaktif agpik sistein oidugu rapor
ediimistir{7). Acik olan ~SH gruplam 2 sekiide simflandinhir

1)5-5 ditichis 2 nitro benzoik asit ve 2,2-diprididildisglfit gibi
-ZH ajaniarle hicbir aktivite kayb olmaksizin kolayca reaksiyona giren
ve yiksek reaktiviteye sahip olen inesansiyel grup.

2)Cok daho kolayca reaksiyona giren ve kotayca inaktivasyons
ugrayan disik regkiiviteye sahip enzimatik aktivite icin gerekli (esansi-

yell} olan grupi 14}



Ureszin yskiasik 4 sMhidril grup icerdigi ve s01thidril gruplarn
ancek 5-5 kadanmn enzimatik aktivite igin gerekdi oldudu Morris ve
Brocklehurst tarafindan bildirilmistiri 15).

Enzimatik aktivite igin gerekl gordden Sistein-592 yukarda
bitdiriien histidince zengin bilgede yerlesmistir.Bu verilere dayanarak
epzansiyel Sistein artiklanmn Greazin cahisma mekanizmasinda genel hir
rol aynadigy kabul edilmektediri7? &) | |

Birinci grup -SH gruplar enzimin ditioteritol ve 2merkaptoetanc)
ile muamelesiyle tamamen akiif hale getirilirtertgl

Gémulisakl} olan -SH gruplan sadece yapizal dedismelerden
sonra titre edifebilirier{7,15)Bunlar ise & M GuanidumkloririGuHCl) ie
denatirasyon SONLCyY ac1ga gikarlariid, 16)

Tiol gruplarinin titrasyonw ile anlasgiidiqy gibl bu enzimin her ait
hiriminin enzimatik akiivite icin gereklifesansigel) bir tiel grutw
icerdigi gldrildr (15} Genie antamda yaptiginmiz by st flandirma birgok
ara:_atlrmé Hle ugguniuk gr’:‘rsiermaktedir.ﬁragtn‘rnamlar breaz molekibunin
20 Sistidin ve 47 Sistein artid1 icerdifi sonucuna varmisiardyri 14}, Bu
tiol gruptam katalitik aktivite igin nikel kadar dnemii _tn,ﬂunrriugtur(?}.

Jackbean ve Soya Tasulyesi ureaziammn benzer amino asit dizi-
liminden t:lugtugu Bildiriimistiri17).Cesitii arastirmatardan orisya cikan
yegane sonug soya fesilyesi Ureazimn metigonin igeridi bakirmndan Jack
bean Ureaza benzemesidir(7,6,13,17).

Arastirmacilar Soua Fasuiyesi ve Jackbean Greazierimn Metigo-
nin igeriklerinin biribirine ¢ok henzedikierini ortaga kogmustardmw Soya
fastluesi metigonin igerigl £2.04 mol ve Jackbean metigonin igerigi
% 1.99 mol olarak bulunmusgtur Bu sonug 1se benzeralt birim baydkidk-

terininisijy altinds pek de sasiriic olmadigy antasimaktadiri17)

-



|.2-UREAZIN DAYAMNIKLILIGI

Sal tresz cok dayamkh deditdir Gorin ve Chin'e gire lreaz kristal-
leri + 4 CY de Ageton-Sitrat gézellisinde saklandidinda bir ayds skiivite-
sinin & S'inden daha azi1m kaybeder{ 18).

20 mM Fostal-EDT & cizeltisinde hir ayds akiivitesinin yakiasik &
{oranu (19 ), £1 EDTA iceren fosfal tarnponunds saklandiqinds +4 C¥ de
bir hafta icerisinde aktivitesinin yakiasik & 5 kadarn kagbeder Ancak
bu sekilde ikl hatiadan daha uzun sire sakianarnaziﬁ-}.

CKristaller 2 50 ghigserol it;:erilsinde saklandid zaman bir ayds akti-
vitesinde biyik bir kaup olmaksizin + 4 CY de bir kap sy aktif kalmaikta-

dir,fakst kullanmadan bir kag sgal ance 0.004 M Hy5 dgeren Tasfat tam-

ponuipH ¥ icinde cozanmeleri gerekiri13 ).

Kahane ve arkadagiarnna gore Ureaplasma Uratybicurn'dan safles-
tinlan dreaz -70 CY  de § S0 gliserol i¢erisinde en az 3 ay dayarmkiy
kalrnakiadir{20).

Alksu ve Yicel lizerine toluen ekienerek agzy kapall gigede ve
huzdolabinda sakisnan enzim prepatratlanmnm en az biv ay sireyle nig bir

aktivite azalmasi ghsiermeden sakianabilecedini aciiiamsiardir(21,22),

|.3-UREAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI ILE ILGILI CALISMALAR
Ureaz gretiminde enzimin safhik derecesine gare dedisik teknik-
ler uygulanmakiadirenzim saflagtirma tekniklerinin gelismesine paralel
olarak dreaz saflastirma 1glemiert de geligmistir
Ureaz kristalize olarak elde edilen ilk enzimdir ve lQEﬁQHmda

Sumner tarafindan oidukca basit bir ydnternle saflasthinmistir,



Sumner Jackbean unung 22 C7 da @ 21.600v) suhy aseton pozelti-

H

sinden 4-10 dalika Ek.ztrﬁk:te etrmiz,elde 2t1igi filtraty 2-25 CF da bekle-

Dounce sitrat-aze _"n chzathizinden 11k dma ureazin rekristali-
zasyonuni sagltamstyizd ) Bu femel iglern Gorin ve arkadazlar tarafin-
dan daha da gelistirilmistir, Gorin ve Mamiga 28 C¥ de suiu aseton
ekstrskilanna merkaptostanol itave ederek dreazin chzinebiliriigin
gostermistirg
Blakeley ve arkadaslan 11k merkeptortano) iceren & 207k

-

seton cfizeltisi ile 29 €7 'de & dakika plsirakis etz daha sonra elde

|:f|

ettigi filtraty -4 C% 'de 48 zast bekieterek Oreazin kristalizazyonununy

saglarmstiri23)

Hansbuzays gire drnekierin az miktards Greaz akiivitesine samp
olmast ve bazy orneklerde olagan miktariards enzim bulunmasina karsn
azetonla ekstraksiyondaki gioidkler, Sumner’in yénteminin wggulanmasim
giclestiri um’du (26,270

Eml:muluu ve arkadeslarina gare + 4 C° ‘de 1mi1 E0TA ve 1M mer-

kaptoetanol iceren fosfat tampon cdzeltisindeipd 7. 1) eksirakte edilen

dresz,uc kere rekristalize ediitms daha somra bir takum gabano madde-
lerden ve kKiridikierden kurtaniarak zenginiestiribmesy 1010 amonygum
suifat ile presipite ediimistir. Digalize ediidikien sonra Sephadey G-200
kolontarindan gecirilerek dzgil aktivitesi 4560 inite/magr olan dreaz elde
etmislerdir{ 103,

Lorin ve srkadagismng gore, ureaz ekatrakh elde etmek 100
kulfamilan chzeltiye Zomerkaptoetanolan lavesi enzirmin saf olarak
elde edilmesint arttyrmakiathri2S) Gorin ve ark_adagﬂar] nin pu halgusy

Biskeley ve arkadeslar taranindan gogrulanmakisdirn(23)

=



Takishima ve arkadaglan oreazin muhiemel kirliliklerden kurtul-
mas1 igin vakum altinda liyofilize etmigierdir(9).

Hill ve Elliot,sogukia ve CM{Karboksimetil) Sellitoz kolonlarindan
elde ediien baz1 fraksiyonlarda ireazin kristalizesyonunu saglarms ve
daha sonrs Nigasta Gel ve Ka{it Elektroforezi uygulayarak ana gdzeltiden
Greaz freksiyonlarmm izole etmistir(28). |

Ureplasma Urealyticumdan Oreaz,affiniti kromatograti,get fiit-
rasyon ydéntemleri ile ileri dizeyde saflastinimistir{(20,29).

Lynn,maleat tamponunda homojenize ettigi dresz sispansiyonuny
iyon degisim krnmatn@raf_isi,pu]iakri]amit jel elektroforezi ve sephadex
G-200 kolonlarindan gegirerek 5300 Sumner Unite enzim elde etmig-
tir{30).

Polscco ve arkadaglan, ¢caligmalammn Soya fasulyesi treazi Gzerin-
de yodunlagtirmistir.Soys fastilyesi; hiicre kiltard, tohum ve yapraklarna
feniimetiisulfoniifierid iceren iﬁmpunda hnmmjenizasgdn ve daha sonre
10 Q00 gx de santrifugasyon igiemi uygulanmig ve tchum Ureazimn
bazi Hzellikleri belirlenmistir(31). |

. Davies ve Shih, Soya fasulyesi ekstraktim 840-55 amonyum silfat
ile doyurmug,deha sonra gece boyunca diyslize ederek, DEAE- Selldloz
kromatografisi ve gel filtrasyon ile saflagtintrms ve aym gartlarda
Jackbean tochumlanndan elde edilen Gresz ije kﬁr$]]6$tlrm1étl!"...'ﬁckb&ﬂn
Ureaz ve soys fasiﬂgesli Ureazi ayni reaksiyon stokiometrisini vermig-
Terdir{32).

Polacco ve Havir,soya factlyesini T_ris—Maleat(pH 7.6) tamponun-
da homojenize ettikien E:onré 16 000 gx de 10 dakika santrifuje etmis

daha sonra elde eltigi sipernatants 60 CY da su banyosunda 1 saat



bekietmistir. Stpermatanty amongure 20ifat e 20 oramnda dogurmus ve

L.[l

te 0o o de santrifale ederel pelet ismmm atmistir. Supernatanty

tekrar amonyum s0lTat ile 55 oraninds doyurmus ve daha sonra
2 Merkaptoetanod iceren Tris-taleatipH 71 tamponunds arz 24 saat
'd)‘galize etrmis ve santrifije ederelk denatdre proteinter vzaklssivmmstr,
Sopernatanty -20 C%dek] ‘E:'Etr:lnur‘l 142 vollrnl i1e muamsie etmis ve
DEAE-Selldloz kolontarndan geqirerek Kismen saf LH'E'tI elde etmizlerdir
170

Carizon we arkadasiart cok aktif dreazin :zznf‘iE::;:ilr‘ﬂt‘r‘;amn 1 agadida-
k1 % asamada qr;- El'i‘.!;:iir'r'f'uig:i.ir. |

I~-Etancot tle e utra} 5140y

Z-¥ovalent kromatografis

S-Jdel Ttirasyonu
Buna gore, Jackbeanh 2356 elanot 01 M EC ve 1 mit BEDT A iceren 0.05 P
Trig-HE! ipH 7.2 tampanunda homojenize Edﬂm]“ daha zonra Bacher hum-
st gardimigta filire editmistir Slpernatant sgaroz-2 piridildisaifit ige-
ren kolonlardand 128 o) gegirilmek sdretiyle bastangiciaki drmek 8 72
yverimie 280 misli saflastinimistir.Crnekler daha sonra 20 mil Ditio-
teritol il_:.erén 005 M Tris-HCWPH &) tamponunda cazilmistim 335

Mkemizde dreszin safls zirtimas) 1le Hgm Japtian cahismalar
kKisithidir Aksy ve Yice), kic bir satiastiyms iziemine 1abi tutulmak-
sizin soya fasilyesind; dogrudan kshve dedirmeninde un haline getirmis
ve ticari Oreaz tle esdeger miktards EDTA termponunda cizerek yapmian
caligmalannda benzer E:Dz"uul;.lar altnrmsir (21,221, Aym yintem ve iglem
laboratuvariammezda tekrarlarmms ve aum sonuciar shinamamisir,

atatay, aker ve Temel yaphiklam calismade ise soya fasulyesinden elde:

ettikieri (reazy Jack bean OQreaz olarak tammiamistir( 34y,

—H—



Ticam oclarak satlasthinlan urpah,!:riri.tririnl:ier; ook farkil sathik-
lards piyasays sunuimustur yWortningion,Merck Sigma Beckman,iiles ve
Eoehringer gibl vlusiararas Eir'i:etier' 2 Umitedmgr safhiktan 2000 Unite/
mir safhga kadar degigen dreaz Gretrmislerdir(25).

aArastimmamizda k uHanmqnm saflasiirma teknigimiz, baz farkh-
Iiklam ile Yyukanda anlatilan tekniklere uyrmakiadr,

1. 4-0REA7 AKTIVITESININ OLCGH METODLARI

Ureaz aktivitesi dedisik metodlarla ol :=‘.Hn‘zurr;fi‘4r-“_Eiu metadlarin

ogunun ortsk D*'em;ﬂ drenin hidrolizi sonucy olusan amonyaqin kaniita-
tif olarak sapianmasing desyanmakiadiri3 5:&5“.”‘:}&1“_;

1-Surmnerin l'-:,ia'jz;li:: T}tt‘ﬁE:!:}Dr‘l Metodu:

Enztrm, ikl dakika zubsirstla inkibasyong tabl tutulur Beaksigon asit
avesi ile durdurulur Dahia =onra MalH ile titre edilir ve aktivite hezapla-
mt.

Gorin ve arkadaglar daha zonra by metodu modifiye etmiglerdir
Test drneklerine substrat ve Tosfat tamponwipH 73 icinde cdzidlmis
enzim kaynagy konulmug 25 % da 5 dokiks inkibasyona tabi tutulmus-
tur. Reaksiyon HCY ite durduruimus dehs sonra Grom krezol gesily we meiil
Kirrmizt igeren indikator gardirmygls titre edilmistir(S,60

2-Kalz'in katyenik duyarh cam elekirot ile amonyadin direkt

notansiuometrik dlcim metodui 27 36).

:_!
Z-Urenin hidrolizi sonucu olugan amanyak, glutamikdehidrogensz

tarafindan ec-Ketoglutarik asit ile glutamik asite dondsirsym zamanda

criamdaki NADH nksidasyony soimucuy oclusan NAD™T Y hégh olarak hw‘ﬂil

hm" e absorbans dedisimi dlgRlOr{39, 400 |
d-Messier Reaksigyonu:

nkibas gon sonucy oluzan amongadin Nessier agiracy ile direkt dlgimi

(413,



S-Radyoskiif Metod:

Radyoaktif drein (P -lred dreaz ile parcalanmas) sonucy olusan

(1 “L0. Jonin gakalanmas) ve radyoaktivitesinin ﬂ‘l"'hmf-'_,lf T, A

o-Gerihelol BEeaksiyonu:
Ureaz tarafindan L‘irem‘n hidrolizi sonucu olusan amonygak, fencl ve hipokio-
it 1le indofenol kompiekaine ddndzarid3 44),

Bertheiot ve Messler reaksiyonu, serumida dranin oiculmesi icin
kullamitmakiadir Gerthelol reaksigonunun, Nessier reaksiyonuna gore, yak-
fasik 10 kere daha dugariy oldugu bitdiriimistirf 45

I .5-UREAZIN INHIBITORLERI

Ureazi inhibe eden birpok kimyasal madde vardir.lres z, metiil

mmnongak ve nitrat tarafindan inaktive oiurdg, 130, F oridier, halojenler,

boratiar kinontar Tormaldeint Hf,lig azeichidroksamik asit ve fosfor-

—

aridat dreaz) inhibe ederleri 16,35

Ure anslodlanimetilire, fenilire, paranitrotenilire hidroksiGre,
tigoire selenive, sermikarbazit hidroksilamin L-glutaming ve aminoasit
#‘uidrnksakn‘;aﬂarliasets:nt';idrsk‘samﬁt,L—g]isir*;iﬁ::!mkaamat L-gapartil
d-hidroksamat L-glutamil S-hidroksamatil Greazin bilinen infibitorie-
ridir(33 1 Hidroksamik asitlerin dreazin nikel iuontarng badlanmasiyla
inhibisuona neden oldugu samiimaktadir{ds.

Civa,bakir,glimis kadmiywm ve Kursun gltn STiile m'*‘al Tyofls
dreazy kalayca inaktive etmektedinler(a, 2ol

kKistiakowsky ve arksdasiam,gimis igonlar mm Ureazy tamamen
(Tull) inaktive eiti{j‘iﬂi- bitdirmiglerdiridal Yine Kistigkowsky ve arks-
dastamnna gf_ﬁ're,!ﬂaf}{ﬂ e NH; dreaz Uzerinde kucunsenemieyecek inhbi-

tar azelliklere sahiptir{s).

0=



Siaada ve Kahane, stibidril argplarm 1ceren enzimin,parakiorosmer-
kOribenzotk asit we M-eliimalemit tarafindan inhibe edi!di@im bildirmisz-
lerdir{20).

Lreazin M-Etilmalemit parakloromerkir benzoik asit ve 5,5-di-
thichis(Z-nitobenzoik asit) tarafindan titreasyony sonucu enzim akiivite-
sinde disdgier oldudu Andrews ve Feithel taraﬁru:ian__l:ri}diriirmg:tir{14:1.

Beiding we Kern, bazy antibigotikierin dreaz inhibe etiigini
rapor etmistir.Buns gore Kloramfenteol Eritromisin Neormisin ve FPenisi-
lin'in aym miktarianinn ilavesiyle inhibisyon etkilerinin Okeitetrasikline
nazaran daha az oldugu Bl dirilmistir{47)

Marmiua ve arkadastanna gare Ureazin fotooksidasyonunun kata-
titik aktwitezimn kagholmasina yal actyd bildiriimigtirBuns gore meti-
ien mavisinin ¢ok kucok demsimierinde we 191k altinda £30'lere varan
infiipisyon géralmastir inhibisyon nedeni Greaz Ozerinde katalitik aktivi-
iede Gnemb rotd bulunan histidinlerin fotooksidasyon ile pozitif yokid
aroino grubunun ayrilarak serbest amonyum iyonisnng dontsmes] olarak
Bitdirilmekledir{@i Norris ve Brocklehurst'a gore ise, histidin imidazol
grupianmp oksidesyonu ile 11011 alabilecedi bitdirilmistiris),

Fishbein ve arkadasian ireazin subsiral ve subsirat analagisrimn
inhibisyon etkilen ve stokiometrilerind incelemisterdir Buna gire bir dre
analedu olan rmonohidroksitrenintHOHN-CO-NH,) Jackbean Greazim inhibe

ettigini epykiarmslardir Reaksiyon denklemi:

0 UREAZ

HUHN—E—NHQ +* Hyll - > HNH,0H + HHy + CO,
0 UREAZ

Hzﬂ—é—ﬂﬂg +* Hyl oo > 2NHy + €D,
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olarak gosieriirmistir Diger hidrolitik enzimier test edildidinde by reak-
siyonu katalize etmedigl gordtmistir Hidroksidre, Ore gerine subsirat
olarak kullannidiy zaman 9% dusik aktivite gdstermistirids),

vapien pahsmalarda, monohidroksiore ve diger bir dre analofu
olan ssetohidrokzamik azitin Jackbean dreazim non-kompetail? olarak
inhibe etiigl bulunmustur Asetohidroksamil asit we hidroksidrenin inhi-
tlie:gu::ra. etkisi otuzan hidroksi) aminden Yeri geldigi tlildirilmig.tir.E:iE:tir‘;
we diger merkaptantann ilavesi Jackbean Greaza eski siktivitesing gen
Lazandirmamisiir{42).

Monohidroksitre dizinda DihidroksidrenintHOHM-CO-FNHOH de dack
bean hreaza 0zgll oldudu Fishbein taratindan bitdirivmistirDihidroksiire-
rin inhibisyon etkisi non-kompetstif ofarak bulunmustur 1 mol Dibidrok- |
S1renin imj"mh.a_]rme Tt karbondioksit ve 2 mol hidroksil amin
plusmaktadiriSod,

LE-ARASTIRMANIZIN AMACH

Girig kisrminda da belirtiidigi gibt dlkernizde dreazin saflastiml-
rmast e 119111 galigrmalar yetersiz girdtmektedir Bazy baklagiilerds dzel-
likle Soys Fasilyesi ve Jackbesn'de dreazin varb ) ve saflastinimas |
arastimmarmzin konwsy olmusiur Aragshirmarmzda goz ondnde tutuian
diger nokialar

t-Laboratuwariarimiz Koguliarinda Jackbean ve Soya Fasiiyesi
ureazlanmn murmkan oldn en yuksek dizeyde ve verimde saflastinhmas

ve satlsstirma Qu.zntwnhsrmm gelistintmesi,

udun sartlamn belirlenmesi,
3-Enzimin inhibisyonung neden olan maddeler kosullar ve dreazin
spesifik gruptammn arasthimimas,
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— Safiastinlan Ureazlardan etkin bir tarzda yararlamlma yotia-
rinn buiunmasi,
S-Enzimin rmaliyet avantaiinmn artinimas) we ticari dreaz iie
kryasiagarak uggun gartlards dretiminin sadlanmast ve harcanan diviz
kKagbimn askariye indirilmest,

C6-%u anda kublamian dreazlar kolayhkls cozummemekte ve dzeliikl

oo

spekirofoiometrik yortemierde sorunlars nedern almaktadir By calismads

=idorn bul-

treazin kolagca coztnedilir we uliksek akiivite gdstieren Dir frak

mak smacianmistr,

3



t1- MATERYAL ve METOD

. 1-Materyal:

Jackbean {Canavelia ensiformis) tohumiar Florida Universi-
tesinden (L1.S.A) ,Soys fesilyesi (Glycine max), Bakla, Mercimek, No-
hut, Culbant (MGrdimiik), Fig, Begaz.Fasi}lge turieri, Burgek, Bezel-
ye, Yonca, Korunga, Kengel ve fhisir tohumiary Ternm Urman ve Koy
Isteri Bakanlhigr Meyvecilik Uretme Istasyonu -MOdiriagoa ve Bitki
Koruma Elaz1§ Sibe Madariiginden temin edilmigtir.

11.2-Kimyasal Maddeler:

Aragtirmada kullamilan kimyasael maddelerin tamamt analitik
safliktadir. |

11.3-Cihazlar: _

1-SB-5 Freeze Drier{Chemiab Instruments Ltd.}

2-Sorvall RC-56 Refrigerated Superspeed Centrifuge

Z-Uv/vis SpectrofTotometer{Shimadzu UY-240)

4-Metabolik su banyosu

S5-Deep freeze{Bosch)

6-pH-metre{Schott-Mainz)

11.4-Protein Olcim Hetﬁdlﬂn

11.4.1-Bidret Yontemi |

ki veya daha fazla peptid badn igeren proteinlerin, alkali
ortamda,bakir iyenian ile erguvani{mor) renk aima esasina dayamr
(51).

Biuret Awmraci; 1.5 gr. Balar siifat ve 6 gr. sodyum potasyum tartorst

200 mitititre suda ¢ozildid.300 milititre £ 10(w/v) sodyumhidroksit
ilave edildi.Toplam hacim 600 mililitre.

Standart Protein. 2.5 mg.ESA(S1fir serum albuwmin)/mi




METOD:

ki Siandart Ornek
Uresz sizanidsaimi) ~ - 1
Protein standariimi; - | 1 -
Distile sulmi) i - -
Bidret ayiraciimi) 4 4 4

igice kamgtwiw ve 30 dakiks oda ysisinds tuliarak 340 nm'de oku-
nur. “
Hesaplamaimg/mii=Ornekabs SStandariabs X2 S{mgrimi)
1i.42-Lowry Yontemi
Hiyolojik Grneklerde diglk dhzeyde biunan proteinderin kanii-
tatif oloimu icin tnﬁaii.legtir‘iln*nig methndi52).

Alkall Bakr Auiract

11 Q. sodyumn karbonat, 01 gr. potssyum tartarat ve 0035 gr. bakr-
sulfat 0.5 K NalH icinde gozilda ve 100 mililitreye tamamlandl.

Fenol &Aqiracy:

Gintuk olarak hezirianr, 2N Ttk Folin Eiccallesy Phenal agirscindan
275 mitviire ahindy ve distile suyla B7.% mililitreye tamamiand.

Stendart Profein: SO,JQI* BSASIMr Serum albumini/mi.

METOD:

R gir . _Standart Cnek
Ureaz stzintiziimi) - - 1
Protein Standarti{m!) - f -
Distile Sulml} 1 - . -
Alkali Bakar Ayiraciiml) i 1 1

Egice kamstinmilir ve 10 dakika oda y2yeinda beklenir

Fenal Auiracitm?) 4 il 4
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fyice kanstinhr ve S dekika 55 €9 de beklenir Sogutulur ve 650 nm
de okunur, _
Hesﬁplﬁx‘r‘aa:f.l.gr..-"rr;l:Ifsrneii Abs./Standart Abs HS0Mgr. )

11 5-6lukoz Tayin Metodu{o-Toluidin yontemi):
Ortotoluidinin asetik asitdeki cizeltisi glukoz iteyetiidh@inda yesil
renkil bir drdn olusturu-.Olugan renk kotorimetrik olarak tignlur.
Glukozun aldehit gurubu amirac ile glukozsmin olusturarTigodre
dayantiklihgr arttinoc elarak agiracin igerisine ilave ediliri33).

O-Tolyidin Fenk Amracy

40 mililitre glasiel asetif asit icinde 1.5 gr. tigolre ¢oziinene ka-
dar kamstimhrlzerine 60 mililitre 2at o-icluidin gklanir.

Standart Glukoz:

1 gece 37 % de etgwde tutuimus ve desikaldrde sojutulmus sof
fukozdan 1 gram tartihrYeteri kadar 0010 1 benzoik asit cozel-
tisinde ¢oziidikien sonra 100 milihitrege tamamisnirStandart 10

misll, sulandhinlarak calisma standart elde edilir

METDD: | | '
K Standart brnek

Ureaz Shzintisaiml) - - - .05

Standart{mi) - 0.05 -

Tl
&

O-Toluidine Apiraci{mly 3
lyice kamstinhir, kagnamakta olsn su  banyosunds 12 dekika
bekletilir. Sire sonunda 10pier 1 dakiks aintms buz iginde sodutu-
jur. 630 nm de kire kargt okunur.

Hesapisma: mgs 100 ml Glukoz=0rnek Abs /Stendart Abs ¥100mg/ 100
ml.
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11.6-UREAZ AKTIVITESININ TAYIN YONTEHI(BERTHELDT)

0

! "
HoN-C-RH, + 2 h,0 —{Ureaz)l , 5 Ny 4+ 1, c05

+Fena] +Hipoklorit —

{ INDoLENDL)

lre,dreaz enzimi tarafindan amongurm igonu ve karbonata hidrolize
ofur. Glugan smonyum iyonu bazik ortamda Tenol ve sodyumbitpokiomy
ile mavi renkli indofenol kompleksine dénlsir{d3 45,530,

Alkali Hipoklorit Awmreci:  £2.5 MNalHiw/v) cdzeltisi Gzerine 20

mililitre sodyumhipokloritipiyasadaki camasgir sulan 525 klordr
icarir) czeltisi ilave sdildi.

Fenal Ayiracy, 8% Fenoliy /) cdzellizinde ¢lztilmis 026 sodyum

nitroprussist{vy/y) chzeitisi.

S0 it EDTA-NalH Tamponui{pH EuS}_: .3 gram EDTA, 250 ml distils
suda \JE_EGD milititre glisernide ¢6z0180.%84 10k NaCH ile pH 51 6.5'3
getirildi. Enzim kaynaqi olarak kuilamian fraksigon 5O mil EDT#’«
tamponunda cozildi.

Berzoik Asit{Q0160 M) 2 gram benzoik asit 1 litre sude distile

gozdiup 8 mabilitre konssntre asetik asit eklenetrek iyice ksmsg-
tirvidi.

Standart Ure(40 mi). 024 gram dre 0.016 11 bir mikiar benzaoik

asitde COzuidd ve distile su ile 100 mililitreye tamarmlandy.

METOD:

Standart Ko Su Karg
Ure standartirmi) 0.5 - -
Ureaz sizontisa(ml} 0.5 0.5 -
Distile sulim?} - 05 1

17~



iyice kamstinhr, 37 €Y de 15 dakika metabolik su banynsunda
futilur. Sihre sonunda,

Fenoliml) 1 1 1

Atkal Hipokloritimi) 1 1 1 ilave edilir
lyice kamstimhr, 37 CY de 15 dakiks metabolik sy banyosunda
tutulur. Sogutulur ve daha sonrs, | -

stile swimid 1] 10 190 itave edilir

Famstimhr ve distiie swiceren korine kargy SEO nm de okunur,

H.7- DREAZ SAFLASTIRMADA KULLANILAN AYIRACLAR:

100 mit Tris-HEY Tampenu {pH=7.6% 121 gramTrizsthidroksimetit)

amino methan ve 4388 gr. EDTA 800 maltlitre diztite suda cozuldy,
07 miitlitre 2 Merkaptoetanol ylave editdi 100 mit HO1 cozelfisi ile
pH=7.6 Uya getirtidi ve 1000 rmililitrege tamamilands,

CaF Jeti: 3.6 grititre EaC]EEHEG cozeltisindarn 150 mihlitre ahindy
Listite su ile 1600 mililitreye tamamlandi Bzerine 152 gr/litre
MazFD412H,0 ¢ozeltisinden 120 miltlitre ilave edilerek kamstini-
drGozeltinin pH'sy, 0.02 M ik asetik asit 11e 7.4'e getirildi. Ulugan
karigym karanhikia 1 gece bekletildiCdkelli 3-4 defs 10-15 Hitre
distile su ile pkand. Yikama esnasinda Gstieli sy kKisim sirekil
uzaklastinldi. Son defs 10 litre distile suyla wikenarak o C% de

bekietilgi{S4}.

66 mil KaHPO -kKHoPO Tamponu (pH=z7.58 1522 gram K HPO43HA0
distile suda cizdierek litreye tamamlandi. Litresinde 9.077 gram

FHaPO 4 iceren KHoPO 4 pozeltisidle pH 7.5 & netirildi

- 18 -



25 mM Sitrik azit-Sodyurn Sitrat Tamponu (pH=E) : Litresinde 525
gram sitrik asit menohidrat gozellizsi hazirlandr. Litresinde 735

gram Trisodyumsitratdibidret cozeltisi ile pH =1 87 ya getirtldi

30 M EOTA-MalH Tompony (pH=65Y S gram EDTA  disodyum

tuzundan ahnarak 200 b litre Ghizerol ve 25(} mililitre disiile
suda ¢ozO G, & 4 ik RalHDy ) e pH's1 6.5 2 getirildi 500 mih-

Titrege tarmamlandl.

I1.8-Soya Fasiulyesi{Glycine max} ve Jackbean{Canavalia
Ensiformis) Ureaziarimin Kismi Olarak Sﬂﬂaatlrﬂmasmdﬁ
Izlenen ¥ontem

Ureazin saflastinimasinda,

I -Tarmponda Homolemzasyon

2-80 C% de 1 sast Isitma

S—Tﬁmpnna Karsy 1.Diyaliz

4-Ua.P.deline Absorbsiyon

5-Distile Suya Kars 2. Diyaliz

B-LiyoTilizasyon

7-Fekristalizasyon istemieri gyguisnmstir,

brneklerin HazirlanmasiJackbean(Canavalia Ensiformis) ve Soya

Fasitlyesi (Glycine max) tohumlam kahve dedqirmeninde cekilerek un
haline getiriidi. Satlaglirma islemineg 1007 er gram tartilarak bag-
Janmistir.

|-Tamponda Homojenizasyon:

drnekler 100 mM Tris-RCHpH=7.6) tamponunda iyice homojenize
nigha kadar kamstinldikenstirma iglemine arabhkh olarak 3 saat

devarn edildi ve 1 gece boyunra +4 £ de bekletildi. 2 kath tilbent-
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ten sUz1do, Suzoninder arta kalan torty tekrar 100 il Tris tampn-
nunda wikanarsk ki kath tilpentien siziidl sizintdler Dirtestiriidy
SiyzOntll 16000 romde ve + 4 €Y de 15 dakike santrifile edilerek
sdpernatant abhndy Yizen Hpid tabakaz ikl Eath tibentten sizijers
uZakiastimidyn

- 60 C? 1 saat Isitma: |

Sipernatant &0 C¥ de 1 sast sailantyh metsboiil su Danyo-
sunda bekietildif271.Sire sonunds ki kath tdlbentten suz01dld Sozin-
1 20000 rprm‘de 15 dakika santrifije Em}er kosupernatant alind,

I-Tempora Kargy 1.Digaliz:

Slpernatant £ 55 oraninda fNH4‘i 4 He doguraldudackbesn
ye Soda fasUlyesi igin 165er gram amonyumsilifat  kuiiamldy 30
dakika slrekli karistiridl ve S sast +4 CF beklenildi, Doymus cozelid
TEQOD rpmide 10 dakika sanirituie edildi. Felet ks 1000 i
Tris-HCI (pH=7 &) tamponunda sdrakii alarak karmstiniarak iyice
ctzildl + 4 £ de 24 sast tampona kars diyaiize ediidi.fampon
pozeiti her 6-3 sastde bir dedistirildi. '

4-Ca.P.Jdeline Absorbsiuon:

Denatire proteinder 16000 romde 10 dakike sanirifuje edilerek

uzakiastimidr ve stupernatant enzimin absorbsigonu icin Ca.P. Jelinin
dugun hacrmigle kamstimidi Digalizatin 1K1 hacrmina karsihik jelin Dir

hacrmymn uggun oldugu t:ulur;mug;tm-(fftf-]l.iiiarlg:n'mn pH'sy 00z M

£
T

Aselik @

o
T

i

it cozeltisiyle S5 'e getiriidiil ssat kamstinlarak + 4 ™

b e

d2 gece boyunca bekieiildi o000 rpm'de santrifiije edilerek peiet

o

asrmt Iodefa o6 mi EoHPO4-KHAFO, pH 7.5 tamponuyle Yikand G000
rpmide santrifule edilerek ﬂu,tn-rm:a.gntlm‘ taplandy.
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S-Distile Suya Kars: 2.Diyaliz:
Slpernatanta & 50 doyurms gelinceys kadar Amonyumsuliat
Thave edibdi. Jdackbearn woin 40 gram,soya Tasolyesi agin 3o grafm
arncnyumsilfat  harcandy 20 dakiks  =irekhl kKarighimbp doguma
qelinceye kadar + 4 CY de bekletildi. Dogrus cozeiti 16000 rpmide i
dakika santirifije edilerek pelet kyzrm 100 mit Tris fampormds
phz01d0.24 saat digtile suys karsy digatize editdi. Distile sy her 6-0
zaatde bir dedistirildiDensiire protein 16000 rprrde 10 dakike
santrifije edilerek vzsklastim gy Shperratant alndy
t-tiyofitizasyon
Stpernatsnt dondurutduktan sonra Hyofilize editdi Ko Tigofi-
lizat etde edildy.
7-Rekristalizasyon:

suiyesi

]
4y

Karumus 1ig0fﬂ1‘zatn‘|.m‘r mitianitackbean ve Soyg f
igin 250 mgr.l_fl ahinarak 30 mihlitre gliserol iceren 30 mM EDTA
tarnponunds {pH=6.5) igice chzildii Uzerine - 10 C de ki Asetonun D.6
Yolumu devamly karstinlarak damle damla ilave edﬂﬁi.i szat oda
wisinda biraiald 12000 rpmide 10 dakika sanirifdie  edilerek
cozUpmez presipitat 25 mil sitrat tsmponununipH=6a1 9 volumunu ve

&0 ZMerkaptoetanalan 1 volumung iceren cizeltide 1gice coziidu.

[F]

aal oda sieinda yavescs kemstimldi 12000 rpmvde 10 dakika

I.

santrifije edilerek sipernaiant ¢dzinlr dreaz igerdiginden alindi
Petet 25 mi1 Sitrat temponu(pH=£) ve 10 Merkaptoetanol 9:toram
1le tekra_r yrtkandt. 1 saat yavagca kamstinhip 12000 rpm'de 10 dakika
sontrifije edildi ve ki sipernatant b1r1egtirﬂdi.Sﬂgernatant -0 P
de ki Asetonun 0.3 Yoilmii ite kertztindio-5 €Y de 1 gece boyunca
kristallerin olusmesi igin bekletildi {30).0lusan ciikeltiler kighk

nuniierde suzuldakristaller gide 2011di.
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II-BULGULAR

Jackbeanden Oreazin kismen saflagtinimas ile ilgili bulgular
Tablo t'de,soya fasltlyesinden Ureazin saﬂagt]rﬂrhaal ile ilgili bul-
~gular ise Tablo 2'de gdsterilmigtir.

Tablo 1'de goraidiga gibi Jackbeanden £34.4 verimle baglan-
qicta 6zgul sktivitesi 1.144 Onite/mgr. olan enzim, Kismi Sﬁﬂas-
tirma sonucunda 6zgil aktivitesi 105 misli srttirilarsk 120 Unite/
mgr. Kismen saf Greaz eide edilmigtir.

Tablo 2'de ise soya fasiiyesinden £26 verimle baslangigta
:':'nzg[;ﬂ sktivitesi 0558 Unite/mgr. olan enzim,kismi saflsstirma
sonucunda 6zgul aktivitesi 134 misti arttinlsrak 75 Unite/mgr.

kismen saf treaz elde edilmistir. .

UNITE: 1 umol Ureyi 37 CY de ve dekikada parcalayan enzim aktivi-

tesi olarak alhhntmstir



PROTETLN ENZIM GLUKD?Z
fizglil Akt.

Hacim(ml)| wmgr/mi Top.mgr. | Unite/ml { Top.{inite | Verim Unite/mgr mgr/100 ml.
Tamponla Homajenizasyon 600 33.67 20202 38.54 23124 100 1,184 160.50
60 C''de 4 Saat Isitma 460 23,50 10840 45.93 '21127.8 9.3 1.956 | 193.91
Tampona Kargi 1.Diyaliz 200 17.36 3472 B4 .58 16916 73.1 L.872 16.58
Ca.P.Jeli ile Absorbsiyan 40 15.69 2196.6 | 111.14 15559.5 67.3 7.083 5.31
Distile Suya Kargi 2.0iyaliz] 75 13.73 1029.7 |171.4 | 12832.5 55.5 12461 -
Liyafilizasyon 12.8 3.70 124.2 | 87486 1 419056 48.4 90.160 -
Rekristalizasyon 8.7 7.63 66.5 | 915.9 7969 344 120 -

Tablo 1 :Jackbeanden (ireazin

Kismen Saflastirilmasi.
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PROTETIN EN ZiM _ ELUKDZ
- Ozghl Akt. |
Hacim(ml){ mgr/ml | Top.mgr | Onite/ml}Top.lnite| Verim | Unite/mgr mgr/100 ml.

Tampanla HomoJjenizasyan 600 29.8 _17850‘ 16.47 . 9982 100 0.558 96.10
50 C”'de 1 Saat Isitma 460 20.8 9568 19.27 8864.2 | 8y 0.926 122.71
Tampona Kargi 1.Diyaliz 150 17.3 2595 46.93 7039.5 | 70.5 2.712 8.31
Ca.P.Jeli Ile Absorbsiyon 140 12.56 1382 58.91 bLan.1 |  64.9 4.680 2.56
Distile Suya Karsi 2.Diyaliz [ 60 1.4 684 54.76 5685.6 | 56.9 8.312 -
Liyofilizasyon 7.25 1 an.15 73.5 | #1413 2002.5 | 30.0 40.850 -
Rekristalizasyon | 5 6.9 34,5 [ 576.78 9583.9 | 25.9 75 -

Tablo 2:Soya Fasiilyesinden (reazin %ismen Saflagtirilmasi.
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iti.1—- pH'nmin Eikisi

BH'mn kismen saflasiirian Jackbean ve Soya Tasilyesi dreaz

enzimieri skiiviteierimn Gzerine etkizim arastirmak ivin 5'den 100%a kagar
dedizen pHlards uygun tampen chzeltiler haz whanmiztir pH S-6 1gin 50

bt Sitrik asit-sod sy siiratl, pH 6.5-7-8 10in 20 mM Na HED -MaH- PO 4
ve pHoOS-10 acin 50 mk Gligin-NalDH tampong kullambmistic Tampon
pozettilerimn 100 mlzinde G24 oram dre cozidierek 40 mit e
deriziminde substratiar hazwlanmstirEnzim kamsirm substratiamn pH
iaring uygun sekilde hazirlammistirdackbean Greazindsn 0.1 mgriml ve
soga fasdlyesi dreazindan 0.2 mgrdml enzim karmgim olarai kuliamimis-
tirGekil de govuldigd gibd pH £-7 arasinda enzim en uitksek akiiviiay
abstermekiedivr.pH 6.5 de erigiien maksimium ani»?wﬂe,ph nin gikselmes)
ile enzim skiivitesinds ddsmege neden n:nIrr‘;ﬁk,tanjir_.t'wast}rrﬂarrﬂz Boyunca
aptimal pH 6.5 olarak ahwmmistir Foasfal tampond b pH o icin daha udgun
olarak goralmisiar,

iti_2-inkabasyon Isisimin Eikisi

soya Tasulyesi ve Jdackbeanden kismen saflazhinian Greaziamn
oplirnal inkibasyon 1slarinm saptamak amacidia 25-30-35-40-45-50G-55

C¥ 151 kosullarinda enzim akiivitest Glgiimis ve seki 2, da gosteril-

mistir. Her iki enzimde de enzim aktivitesi 37 C%ye kadar dogrusal ve
dogruzall1iga yakin bir gekilde artimistir Soys Tasilyesi Greszinda 37 Co'ge

kadar dogrusal oclan artis bu i3 der‘ecesir‘;de-n sonra dogrusallikian
saprmistir Soys fasiiyesi Greazinin inkdbasyon 1s1simn 37 0% ye kadar

dodrusal olarsk a_rtiz_smdaﬂ yarariamiarak Aktivasyon enerjisi Arrhenius
esitliginden hesaplanmis ve 1071 kealdmaol olarak ttulI_Jm‘nu:;:tm-{;z:eki1 2y

Arrhenigs esitiigls iogaktivile=-£. /23 RT + L

[
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GniTeE x 10°

Jackbean Ureazi

Soya Fasﬂlyési

{ireaz1,

pH

Sekil t:Kismen Saflagtinlan Jeckbean ve Soya Fastlyesi Ureazlamnmnin

Aktivitelerinin pH'ya Badl Degisimi.
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UNITEX0

10

Jackbean lreazi

Soya Fasiilyesi

i fireazi
3
2...
1 -
R 1 1 L] T ] £ ]
25 30 25 Lo 45 50 55
1s1 C°

Sekil 2 -tasmen Sallagtinlan Jackbean ve Sogs Fasdlgesi e

leri Aktivitelerinin (s1ya Bagl Dagisimi.
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Enzim-



LogAKTIVITE

2.7

2.6

245

2.4

2.3

2.2

N

AN

rY]

7 T T Y T T

3.20 3.25 3.30 3.35 3.40

1/1%0> { x%)7*

Sekil 2,:Saus Fasilyesinden Kismen Saflagtinian Ureazin Aktivasyon

EnerjisininiEal Sapteanmast.
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—Zamanin Eikis

K.-*-I

Enzimatil rgakoyynnyn

Dok su banuosunda iniulmuas ve oaha s0nrg 2n2im 2eirates) oIoyimus-
enzimin werdist sonuniar ars-
11 4-Subhsirat Yoduniugunun £ikisi
Farkhy subsziral yopuniukiennda ismen 297l s oJdackbean

ve soua fashijuesi ;grggzgm*”ﬁ;n:; akiivits

UH rusal alarak arisrken 20 it dre

foeki] d
prirnteria sktiviieisrimn subsivat LiEl
denizimi Linewesaver-Burk gontemivle dederiendiriimis dackbean Oreazi-

T Ureus Earst olan k)

pian Fmiotse 435 mb e bulunrmesturdzelkil S Enzirmderin Emleri sekil 4

deki aonuciamn :‘91'";[25!!'115‘.,*?!:}”_1'}r'!'JE!‘E'r‘; e zapiammsir
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UNTTExmz

-

1 {

10

Jackbean Ureaza

m
i

un
!

Soya Fasil _yesi

DTEEZl

2.5 5 10 15 20

ZAMAN( Dakika )

Sekil 3:kKismen Saflagtinlan Jackbesn ve Soya Fesiiyesi Ureszlammn

Aktivitelerinin Zamana Bagh Dedigimi.
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UNITEx 102

/v//}";k_j

Attiviielerinin

B-
] Jackbean [reazi
o
g
L]
.5.
L &#‘1r#,GJ“EFﬂ_—_D____-_‘U_____G
3. _
] Soya Fasiilyesi
2.1 — .
Ureaza
o]
4 -
T T ) T T | 1 1 T L] L3 [ T 1] L] [] T 13 ] L] [ 1] T T
5 10 15 20 25
URE (mM)
sekil dksmen Saflastimilan dackbean ve Zoya Fasituest Ureaziammn

Substirat Yojuniuguns Bagh Dedisimi.
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7
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'J 1
. jl‘ 5 - .
| . | Soya Fasiilyesi
| 'c: o Ureaza
il ‘- ’
X
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A -
. 3
2 .
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o] Jackbean Ureazi
T
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0.5 1 | e

Sekil S:khvamen satlastinlan Jackbe

1/5.(mM grey?

1 hreaziamnn

L

40

n e Sous Fasulye

- =

w]

Aktivitelerinin Substrat Yojuriufuns Badh Dlarak Dedistminin

Lineweaver-Burk Yontemiyle Dederiendiriimest.
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1#1.5-Tiyourenin Etkisi

0 5
] i
(ure) (tiyodre)

Kirnyasal yap olarak Ureyge 0ok benzeyenh tig::r{]re molekyld Yukarida
gostertlmisgtir Tigotre, Gre yerine substrat clarak kubambms ve alinan

sopuglarda enzimin tiyodreye ozgdl olmadid) gdrdimistar inkibasyon
artamina dedisik konsantrasyoniarda tigodre ilave edildiginde dreaz
aktivitesinde belirgin bir dizeyde disis oldugu bulunmustur 1O mii
tigodre derigiminde maksimum inhibisyon girtimistir(sekil Bl Tigodrenin
inhibisyon eiksinin arastiriimast igin 4 mM tigolre derigiminde ve farkh
suhstrat yoduniuklannda enzim akiivitesi dlgdimistir(sekil 7). Sonuciar
Lineweaver-Burk yontemine gore degerlendirilnﬁ._etit".Tigcu;}renin neden
oldugu inhibisyonda Greazin (reye karsi olan Vimex' dedismekte faket
km'i de@i5men‘|ektedir,.Tigtn]re non-kormpetatit inhibisyona neden olmugstur

{=ekil 3).
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WP
14
g.5 -
T 1 1 [3 T T [] i T [
i 2 3 4 5 =) 7 =] 9 i0

TiIvolRE (mb)

sekil 6 Tiyolurenin Kismen Saflastinian Soys Fasilyesi Ureazimn Akti-

vitesi Uzerine Etkisi.
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BniTEx10°

L.5

3.5 4

0.5

Kontrol

+4 mM Tiyolre

Sekil 7-Tigouremn Krsmen Safl

12 15 ' 20

§RE (mM)

astinilan Soua Fasilyesi Ureazinin Aktivite

zine Dedizik Substrat Yoguniuklammn Elkis
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a8d .
70

60 J

+ & mM Tiynoiire

50

40

1/V x 10'3

30 .

Kontrol

1/S (mM. (RE)™

Sekil 8:Tiyoire Yarhginda Soga Fasdiyesinden Kismen Safiastimian dre-
az Enzimi Uzerine Substrat Yoduniuduna Bagh Olerak Dediziminin

Lineweayer-Burk Yintermniyle Degeriendirilmest
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i} 6-Hidroksidrenin Hidrolizi

0 ) D
i "
HQH-E-NHQ HDHN-C—HHQ
{Ure) {Hidroksiire)

Kimyasal yap olarek Graye ¢ok benzegen diger biv molekdl ise hidroksitre
molekilidirBu sebepten hidroksi dre,ire yerine substrat olsrak kulls-
milmis ve alinan snnm;]ﬁr::la ENzZirmin hidrnksiﬂre_g& /7 oramnds gilsik
aklivite ile 6zgdl oldufu gordimistaorHidroksidrenin farkh konsantras-
yonlarinda hidrolizi sonucu 67 Uniteye varan enzim aktivitesi bulun-
mustur {sekil@) Ancak inkdbasyon ortanmina hidroksilre ilave edildiginde
enzim aktivitesinde digisler meydana gelmistir Hidroksidrenin neden
oldugdu inhibisyon aragtlrﬂma;ﬁ,ﬁ it hidroksidre derigsiminde ve farkih dre
konsantrosyonlarinda enzim aktiviteleri dletimastinr(sekil 10).

thur;lar Lineweaver Burk yontemine gore de@erlendirilrniatir,ﬁ.gm
sekilde hidroksiirenin Greaz uzerindeki engelieyici eikisinin kinelik
apidan turd incelenmis ve hidroksidre de tigolre gibl non-kKompetatif

inhibisyona neden olmustur{sekil 11

i11.7-Metal Iyonlarinin Etkisi

Metal tyohlarinmin Soga fastiyesinden kismen saflastinian areaz
enzimi aktivitesi dzerine etkisind aragstyrmak igin inkdbasyon ortaming
2 mil  metal iyohu ilave edilmistirEide ediien sonuglar kontrole gdre

degeriendirilmis ve agafida gosterilmistir,

—37-
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HibpRDKSIURE (M)

ek} O:Hidroksidrenin Kismen Saflastinilan Soya Fazitlgesi Ureaz

Tarafindan Hidroiizi

=38




Nt T Exio®

]

-
.

Kontrol

i8]

T

57 + B mM Hidroksilre

J0RE (mM)

Sekil 10:Hidroksidrenin Soya Fasdlyesinden Kiamen Safiastinlan Ureaz

Enzirni Akiivitesi Uzerine Etkizi
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120

+ 8 mM Hidroksiiire

‘ﬁiiij Kontrol

1/ (mM {iRe)™)

—

L]

u

—
N

Sekil 1i:Hidroksidre Yarhdmdald mih Soua Fasiigesinden kismen Sat-
Isztirtan Ureaz Enzird Uzerine Substrat Yoduniujuna Gagh

farak Dedizirminin Linewesver-Burk Yonterniyle Dederlendiril-

Frie sy,
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FTAktivite _ FAktivite

Kontrol 100.0 Wt i " 387
Ag* 0.25 Mgt 415
cutt 11.2 7t 493
Hg+ 20.59 Nitt 500
Fe*®™ 325 * pitt 115.0
Mnt*t 33.0 crt 69.5
o 34.0 Pt 75.0
Ba** 35.0 | sn*t 81.0
(of\ i | 37.0

Tablo 3 : Metal igonlarimin Ureaz aktivitesi Uzerine Elkisi.
*Mikel konsantrasyonu 005 mkt dir.
Eu km‘usar‘itra'sgandﬁ galistidirme highir metal igony Ureaz gktivitesin
arttirmamistirkatay kurgun krom,nikel ve cinkonun inhibisyon etkilen
gi,'lm[lg,baiﬂz',.civa,dem‘ir,mangan,ka]51‘gum,bargum,kadrmg'um_.i::nﬁalt Ve
'magnezguma oranla dahs diglk mdugu-g{jr[}!mﬂg:tsﬁ.F&rkh nikel konsant-
rasyontarnda enzim skiivitesinin duzeyi hesaplanmig ve Q.05 mﬁ hikel
konsantrasyonunuda enzim asktivitesi 815 oramnda artmmestir 2 miM nikel
koneantrasyonunds ise enzim aktivitesi 250 graninda azalimistiricekii12)
!ll_ﬂ—ﬂreazl_n Faonksiyonel Solfhidril Gruplarinin Yarliginn
Gosterilmesi |
‘Soga Tasulyesinden Kismen saflagtinlian Ureaz enzimi tzerine H-
gtilmalermitin ve parakloromerkiribenzoik asitin etkisi cekil 13 ve 14 'gde.
ghrinmekiedir 2 mM M-etilmalemit konssntrasyonu enzim aktivitesind
o6 distrirken, 10}1[‘1 pargkioromerkiaribenzoik asit enzim aiktivitesing
&40 oranmnda dusirmektedir Bu epnug enzim yamsindsaki serbest -SH

gruplammn variigim gdstermektedir.
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imiTex10?

™
*

0. 51

N1 (M)

Sekil 12:Nikel luonlamnn Soys Fasilyesinden Krzmen Saflastinlan Ure-

azin Aktivitesi Uzerine Etkizi.
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UNTTEx 0%

—e—
1 -
0.5 -
T i K '
0.5 1 1.5 2

N-ETIL MALEMIT (mM)

Sekil 13:N-Etilmaiemitin Soya Fasllyesinden Kismen Saftastinian

Uresz akiivitesi Uzerine Eikisi.
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Hum

1.5 ]

1 -

0.5

T T LI I
2.5 5 7.5 10
ACMBA (i)

sekil T4:pCHBain Soya Fasiilyesinden Kismen Saflastinlen Uresz Enzi-

minin Akiivitesi Uzerine Etkisi
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171.9- Ureaz Saflastirma Yonteminin Dizenienmesi:

Onceki saflastirma isleminden elde edilen (reaz kolay cozin-
memekie ve safiﬁstlrma yonteminin uzun olrmast nedeniyle maliyet
yukselmekiedir Amacimz kolay g¢éztnen,dagsmkh ve matiyet avan-
taj1 yoksek Greaz elde etmektir Bundsn dolayl ureazin Kolay gdzinen
fr_aksignnun'u elde edene kadar saflagtirma yontemi yeniden diizen-
lenmistir.ﬁunﬁ_ gore,

i-Tamponda hemojenizasyon

2-60 C2 de 1 saat Is1tma

3-Distile Suya Karg: Diyaliz

4-LigoTilizasyon iglemleri uggulanmistir.

Jackbean Greazimn birinci diysliz sonras liyofilizasyon isle-
mine kadar kKismen saflastinimas) ile itgili bulgular Table 3'de, So-
ya Tastlyesinden reazin birinci diyaliz sonras) ligofilizasuon igle-
mine kadar kismen saftagtirilmast ile it1gili bulgular ise Tablo 4'de
gosterilmigtir. |

Tablo 3'de gdrildagi gibi,Jackbeanden £49.1 verimie baslan-
Gigta 6zglil aktivitesi 1.071 Unite/mgr. olan enzim kismi saflag-
tirma sonucunda Gzgil aktivitesi 4598 misli artinlarek 491
Unite/mgr. kKismen saf Oreaz elde edilmigtir.

Tablo 4'de ise,soya Tasliyesinden £849.6 verimie baslanficta
dzgul sktivitesi 0.59 Unite/magr. olan enzim kismi saflagtirma so-
hucunda Hzgul aktivitesi 37.2 misti arttintarak 22.05 Unite/magr.
kKismen saf (iregz elde editmigtir.
ﬂHiTE:ﬂ prnot Ureyi 37 C de ve dakikada pargelayan enzim aktivi-

tesi otarek alwmigtir,



PROTEIN . ENZIM GLUKDOZ
. ) ~ ﬁg-gf_il Akt.
Hacim(ml)| mgr/ml Top.mgr Unite/ml [ Top.Unite | Verim Unite/mgr mgr/100 ml
Tamponla Homo jenizasyon 265 32471 B8506.5 3404 9116 100 1.071 215.67
60 C°'de 1 Saat Isitma 207 18,2 FTETL L s 8383.5 92 2-225 217.77
Distile Suya Karsi Diyaliz 47.5 - 13.7 650.7 107.2 5092.0 56 7.825 19.16
Liyafilizasyon .7 9.4 91.2 | 461.7 | s478.7 | 497 49.10 2.80
Tablo 4:Jackbeanden Ureazin Kismen Saflastirilmasi.

—L6-



ENZIM

PRl_JTEiN GLUKDZ
Hacim mgr/ml. ! Top.mgr.| Onite/ml|Top.Unite Verim gﬁ?ié/ﬁ;;: mgr/100 ml.
Tamponla Homojenizasyon 280 31.2 8736 dB.S - 5180 100 0.593 85.71
60 C° 'de 1 Seat Isitma 215 21.8 La87 22.1 4751.5 91.7 1.013 92.33
DistileSuya Margi Diyaliz L3 17.3 7M3.9 70.3 3022.9 58 4.063 9.7
Liyofilizasyan 10.8 15.8 116.6 238.2 2572.5 49.7 -22.05 1.7

Tahlo 5:Soya Fasiilyesinden Ureazin Kismen Saflagtirilmasi.
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11i.10-5ubstret Saturasgonu

Farkiy subsirat vojuniuklamnds kizmen saliasiimirms Jackbesn
emoga Tasdiges) tresziammn aktivitelerine etkizsi sekil 1%27de gosterii-

miztir. 25 mite kadar deqizen dre konsantrasyonlsrinds enzim akiivites)
Zmita kadar dogrusal olarak gitmis daha sonra dogrusathkisn saprmsiir
Enzirm 20 mil wre konsantirasyonunda doygurms erismistirsafiszumisn her
k1 enzim Michaetis-Menten kinetigine uymakiadirkKsmen saflastinian
enzimlerin dreyge karg olan Krn'leri ekl 15den faydalamiarak cizilen
Lireweaver-Burk egrisinden hesapianmisihirim degerleri daha dnce saf-
lasiimtan Oreaziamn reye karsy olan Ko deger hari ite benzerik

ghstermistirisekilicy

Hi ti1-Enzim Derisiminin Fikisi
Ticary dreaz Sogs Tasdlgesi ve Jackbean Wreszism belirlh enzim

derigimierinde  subsirat konsantrasyonu  sabit tutwlarak akiiwiteleri

(g x]
I'Il

hesaplanmstir Ticeri dreaz we Soye Tesllyesi Greazy i@ mgrd 100 ml
derigirmine kadar dogrusal olarek artrms af‘u:ai bu deristmden sonra
dgogrusalhikian sapmazbirizeidl 170 24 magrd 100 mi. derigimden sonra
enzimatik ortamdakl aym mikiarda substiratin pargaianmas nedeniyle

gnzirn akiivitesi  aym kalmstirBu  sarilarda ksmen  satlastinlan

Jackbean areazimn icar Greaz ve Soya fa: 1 Ureazina nazaran o kat

it

[y

ges

T
L]

daha zaf oldugu goriimekisdir,
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iNiTEx°

E'..
51 "
Jackbean lreaz|
L‘.I
3 hd v °

Soya Faslilyesi

Ureazi
2

5 10 15 20 25

0RE (mM)

Sekil 15:ikinci Yontemie Kismen saflagtimion Jackbesn ve Soya Fasal-
yest Enzimleri Aktivitelerinin Substrat Yedunluguna Bagh

Degdigimi.
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Sekil 16:Jackbean ve Soya Fasdlyesinden ikinci Yontemle Kismen Saflag-
tiran Uresz Enzimlerinin Substrat Yodunluguna Badh Dlarak

Degigiminin Lineweaver-Burk Yontemiyle Degertendiriimesi,

ra
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OnNniTE x1U2

Ticari {reaz

mgr/100 ml Jackbean (reazi

b 5 =

18

2 30 35
mgr/100 ml Soya Fasiilyesi :Ureazi

mgr/100 ml Ticari {lreaz

sekil 17:dackbean Soya Fasinyesi ve Ticari Uresz Derisimlerinin akti-

witeye Ethkisi,
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Kismen Sa?laatirllan{-

1-Jackbean Ureazi

2-Soya Fastilyesi [reazi

Diyalize Kadar Hismen Saflagtirilan;

3-Jackbean Ureazi
4-Soya Fas.lreazi -

-500.

T
[
[}
Y]
(3]

( *(-0)suegIosqoy

Dalga Boyu (nm)

eak-

larmn Berthelol B

et

eylerde Saflastirian Ure

fisik Dz

e

Sekil 18:D

Firurniart.

Spe

nlcterin

=

Olusturduklam B

Spnucy O

Har

=1t
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Hi.12-Kismen S-ﬂf‘BStlrllﬂn Ureazlarimn Berthelot Reaksi-
yonu Sonucu Dlusturduklam Uranon Spektumu
Saflastinlan Oreazlamn Berthelot reakstyonu sonucu otugtur-

duklan renklerin spekirumilan gsekil 18'de gbriimektedir Spektrum-
U en gﬂksek noktast 635 nm olarak bulunmustur Her fraksiyonun ve
enzim kaynafinin maksimum absorbsiyonu aym datgs boyunda oimak-
tadir.Altnan spekirumiar;fraksivontar ve enzim kagnaklan arasindak)
farklarn tamamen aktivitelerinden kagnaklandigym oriaue koymak-

tadir.
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I¥-TARTISHA ve SONULLAR

l;ahsmf:rmzm ilk kisminda Elazig ve Cevresinde yetistirilten
bakiagil tohumian (Sngafasmgesi,bﬁkla,mercimelxi,m:u_hutﬁi_ﬂbﬁnt_.ﬁg
fasilye tirleri burcak,bezelye,yonca,korungs,kengel we misir) kahve
dedirmeninde un haline getiriimig tamponlia hnmnjérﬂzasgnn,ﬁi} cY de
b Saat 1mitme ve liyofilizasyon kademesine kadar kisrmil olarsk
saflagtinimgtir Saflagtinlan baklagillerde enzim akiivitesi olgdl-
duginde sedece soya fasilyesinde belirgin bir enzim aktivitesine
ras]anmistlr.T'ir:.ﬁri otarak enzimin dretimi Jdeckbeanden ga'pﬂdlt:n
icin soya fasltlyesine uwygwanacak kismi saflastirma iglemine
kontrol olersk Florida Universitesinden {US.A) Jackbean Igetiril—
mHgtir. |
Lahsmamizin ikincl Kismindaenzimin kKismi olarak saflag-
timimasinds en uygun saflastirme teknigi arastintmigtir.Gzeliikle
ureaz konusunda pH' nin etkisi dnemdii ﬁulunmusturfnzimin uggun'mr
tamponda homojenize edilmesi gerektidi distile su ile homoje-
nizasyonunds £G-10 oraminds  enzim kaubhimn arttiqr gizlenmis-
tir-Bundan dolayl homojenizasyon igin en uygun olarak 2 Merkapto-
etsnol iceren 100 mi Tris-HE1(pH=7.6) tamponu kullamimistirDiger
proteinleri uzeklsstirmak igin enzim cozeltisi 60 CYde 1 saat
!:uek]etilmistir.PfoteiMer amongumsiifat 1le dogufu]mus v tampona
kerg diyalize edilerek; enzimin kalitesini énemii oranda etkileyen
glukoz ve diger molekidller uzaklagtiriirmstirEnzim. sulﬂsgnnunun
amonyumsitfat ile dngurulmasmda ilave edilen miktar, nanogramiar

tarafindan belirienen miktarlar Uzerinden yamimistir{S4)
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Glukozun yaksek miktam 1.Digalizle Jackbean igin & 91.7 diserken,
Zoya fasilyest icin 8 932 oraninda dasmigtar. _

Enzimin kismi olarak seftestinimasinds digalizden sorra Ca.
P.jeli Hle absorbsiyon izlemi uygulanmigtirEnzimin absorbsiyony
igin kuru agirhiktaki fosfat jefinin S myg,digalizattaki proteinin ber
100 mg. yeterh oldugu bulunmustur Béylece diyshizatin ikt hacmine
kKargihk,jetin bir hacoy uggun olarak kuliﬁﬂ??fﬂ]?i{rﬁzﬁﬁiJFEﬂZIH CaP.
Jelt ile gpikenmasy esnasindski enzim kaybl en askarige indi-
rilmigtir.CaP. jelinin iy keristinimamasinda enzim kagbimn arttii
Qézlenrni$thiﬂreaz enzim Kaybr en fazla rekristalizasyon agamas)
esnasinga oldugu girdimistir.0da srcakhgindaki asetonun ilavesi
enzimin denat@irasyonuna sebep olduju bundan dalay ~10 COdeki
Asstonun devamlt kamstinimak sareyle ?e damla damls ilave
edilrmesi gerektigi anlasibmstir.

Her tir oureszin kismi saflagbirma iglemi kesintisiz bir
galtigtma 1le 2.5-3 hafta gerektirmistir Sire sonunda Jdackbean'den
34.4 verimle,basianicta dzgil aktixﬁtesﬂldd i'_'!nitef'rng. nlan ozgul -
skiivite 108 misli arttimlarak 120 Unitedmg olan kKismen saf enzim
elide edilmistir,

Soya fasiilyesi dreazy & 26 verimiebaslaniicta dzgld sktivitesi
0.558 Unite/mg. olan Gzgal aktivitesi 134 misl arttinlarak 79
Onite/mg. olan kismen saf enzim elde edilmistir.Enzim her torig
b kuitamma elverigli ve daysmkh tulunmuszturSaflastinitan
anzimlerin kinetik ézelikleri incelenmistir,

Sopya Taslyesi dreazimn Ureye kargy olan Km'i 435 mM thre ve
Jackbean Greazimn t}'rege\karsa otan Km'i ise 3.22 mi Ure oldudu

saplanmisir
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Blakeley ve arkadaslsm drenin Jackbesn Greszr ile midrobizin

8 .Y ve pH 7 de 0.5-50 mi arasinds degigen Gre konsanirssyon-

4,
x

larinda inceledikleri zaman Kmi 328 107-M olarak bulmuglardir
(23]

Cehsmalerimmzda soys fesdlyest ve Jackbean  Ureazinin
optimal pH's1 £.5 olarak saptanmistirkKullamian tampon, gdzeitiye
gare defiismekle birlikie ireazin optimal pH'eimin 6-8 arasinda
dedistiqi bitdirilmigtirid0) Fishbein ve Nagarajamn benzer yolia elde
ettikleri Greaz pH 11.3 de tamamen denatire clmaktadir{123Bizim
gahismalarimiz pH 3 ve 10.5 de enzimin hig bir gktivite gostere-
medigini oriays koyrmustur

Lehninger iireazin optimal pH 5.4-6.9 clarak bildirmistir(S5).
Aktivasyon enerjisi {Ea&) ize 7.2 kcal/mol olarak bulmustur {233

Caligmalammizda optimal inkubasyon 1sisy 37 cY we inki-
basyon zamam 135 dakika otarak bulunmugiur

Jackbean Ureazinin bir tiel enzimi oldugu literatlrierde
gecmektedir Soya fasdlyesinden kKismen saflastinlan dreaz bzerinde
yaptidirmez ¢celismalarda; 50 FH oCMBA Z 49 ve 10 mM N-etilmalemit
& 50 gramnda enzimi inhibisyona udratbidy saptanmistir,

Soya faslyesinden Krsmen saftastiriian aresz dzerine tigo-
ﬂremnEHQNESNHQD etkist incetenmistirEnzimatik ortarma  tigolre
ilave edildidi zeman alnan sonuglerds enzimin tigolreyi parcgala-
yamadigi gorilmagtir 10 miM tiyodre varhiginds & 96'ya yaklsgan bir
inhibisyon goéruimistir Tigodrenin inhibisgarfetkiai incelenmisg ve
non-kompetatif olarak bm.urm‘:ugtm‘_Tigm‘jre varhiginda enzimin
Vmax1 dedismekte Tekat Km'i dedismemektedir

Jackbean {reazt enziminin monohidroksiire(H- MCOMHORY ve

dihidroksilreye(HOHNCONHOH) 6zgan oldudu bazy Titeratirierde gep-



mektedir Bizim bu konudg soys Tasiiyesinden kKismen saflagtimlan
reaz dzerinde yaptihiriz gahigmalarda hidroksidrege cok az oranda
Bzoln  oldudu  bulunmusturlre yerine aynt gartlarde enzirmati
" ortarna hidrok=itre ilave edildiginde &84.5 dists gdrlimis-
turHidroksiurenin etkisi non-kompetatit olarak buivnmustur,

Metal igonlammn enzimi inhibe etiigi bilinmektedir.Bu konuda
yaptigimz cahigmarmzda metal igonlammn inhibisyon etkiler
Ag >Cu>Hg > Fe > Mn » tﬂ >8a > €d > Co > ﬁg"} £n » M1 Cr >
Pb >Sn =zirasim lakip etiigi I:aulum'nuqtur.Soga Tasilyesi Uzerine it
igyoniam eikisi mact}rﬂmqmda L‘J il Wit konsantrasyonlsmnda
enzim aktivitesinin & 15 arthin gﬁrﬂ‘lrhﬂ;—;tﬂr.Enzim daha yiksek 2
mi  Mi*" konsantrasyonunda akiivitesinin ZE0'sini kaubetmistir,
0.0 mM nikel konsantrasyonlarinda aktivitesinin artmas,disiok
nikeilt tnprak]ar’-da yetistirilen ve Jackbeanden saflagtimian dreszin
yliksek aktivitesi ile i1gili olacad Tikrine varﬂrﬁzstu(ﬁ a7

Cahsmammzin diger bir Kisminda enzimin maliyet avantajm
arttirmak ve ticari Ureaz tle kKigaslayarak enzimin uygure 3artiarda
uretimini  ssglamaok amaglanmistirJdosckbean x-"e Soys  Tasilyesi
ureazlarna tampoenia homojemzasyon, Gl C% de 1 egat 121ima, Distile
suya karsy digaliz ve HyoTfilizasyon iglemiler teknidi ile kismen
saflagtirms vygulanmrztnr, | '

Onceki saflastirma izieminde diyaliz sonrast enzim  aktivite
dighrinde koérterin renklendigi giritmis ve bung ledbir olarak
digaliz sdresi 4G saéte pikartilmistir.Diyaliz +4 C° de ve distile
It karsl. yambmg,distile su 6-8 sagtde bir surekil olarak
degistiriimistir Enzimin kalitesini &nemli alarak etkileyen Glukoz,
diyaliz sonunda Jackbean igin & 91.2 Soya fasblyesi igin ise ® 095

aramnda gustruimusior Bu 1steme paralel olarak Jackbean igin
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bastaniicts Gzoil aktivitesi 1071 Unitedmag. olan dzgu) akiivite X
42 verimle 4508 risht arttimtrms 491 i:lmte,-"mg_. oian Kismen
satlazthinims enzim elde editmistirSoys fasiiyesi icin ise, Dag-
langigta Gzoil sktivitesi 0.59 Unitedmg. olan dzoil aktivite @ 49.6
verirmde 372 mish artthinlarsk 22.05 Bnitéx’rng. plan kysmen saf
Uresz elde edilmistirEnzim her turtd fibbi i::?_'ili.amrrza alverichl ve
dayam kbl bilunmustur

Soys fasliyezi zaflssthinma Greazimn Jackbean saflastirma
Gresz1 ile parelel sonuglar wverdigh giriimdstir. Enzirmin kKinetik
dzellikleri incelendidinde daha dnce topiu saflastinmian 'eruzimlerin
Gzellikleri (pH,Zaman ve Is1) ile benzer sonuclar ahndid
gorilmustir.Soya fasilyesindeh elde edilen Ureszin Ureye kars clan
Krn'i - 4.33 mi Ure ve Jackbeanden elde edilen dreazin (reye karsi
olan Km'i ise 2.22 mil Ure clarak bulunmustur Bu sonuclanin daha
dheeki saﬂastn‘ﬂén dgreaztann Km degerleri ile benzer oldugu
qariimistir.

Fasmen saflastinian by treazlar suda we EDTA tsmponunda
goOZUNLr nitelikde Bulunmustur ¥apilan cahgmalards suda cdzinen
dreaz standartimin renk vermedigl ghritimisiir Bundan dolag enzi-
min EDTA tamponunda cazilmesi gerektig arﬂa;:ﬂrrnstﬁ‘.

EDTA tamponunda ¢tzilen areazlarn etkisi serumda denenmis
ve ticari ureaz ite benzer sohuclar Ezhnrnn;tn".ﬁcari ureaz,soya
fasiilgest ureazy ve Jackbean dreaz: enzim derizimt ve aktiviteleri
ghz dnine ahindid zaman rutin deneylerde 30 mg./ 100 ml kulismlean
ticari dreaz ile saflastirdigirmiz Jackbean treazimn gliserol iceren

EDTA tamponunds gozinen 5 mg. s 100G ml ik ¢Hzeltiel esit sonuglar
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vermis ve bu dreazin ticari lreaza gore 6 kat daha saf oldudu
antastimiziir Bundan Um'agi Jdackbean, bilgemiz sartiannda yetigti-
rilmeyge gahsilmaktadir,

Soys fasiiyesinden Uretilen Ureaz ize Ticar dreaz ile esdeder
miklards yani 30 mg./ 100 ml kullamtmasy halinde esit sonuglar
althdidn gordlmastur.Dolayisiyla Ticari olarek Jackbesn'den fretilen
ve diviz kersthgy saglanan bugimki figaty 152 S00 TL olan dreazin
esdeder ssfhkdaki Tigofilizatim 1al:uclrﬂtuvarlarﬁﬂzrja Soya fasi-
yesinden elde edilmistiv.Aym zamanda Uretiten bu Ureaz tamponds
tam  olarak  ¢Hzinmekie ve ¢dzdnmeyen partikiBerin  tuplere
daihirnindan ileri gelen hatalar dnlenris bulunmaktadir. Bu safha-
daki Jackbean (regz ise © kal dsha saf olarak giridimektedirElde
edilen Jackbean Greaz ve Soya fasilyesi Oreaz) gliseral 1ceren EDTA
tamponunda dagamkh buiunmustiur,

30 mgA100 mi Soga Tasliyest dreaz:Ticeri dresz ve 5
mg./100ml  Jackbean d(reazi egit sonuglar vermis we rutin
lebaragtuvariarda kulltarmhir nitelikte bulunmusiurSon elde edilen
enzimerin maliyeti hesaplandiginda 5000 TL civarinda oldugu gdrin-
mustir. -

Kismen saflastinlan enzimierin maligetikuilamtan demirbas
malzemeler,graglar,su,elekirik  we&  emek hari¢  sgadece  sarf
malzemnelerl agisihdan yaklagk olarek 20000 TL olarak hesap¥
lgnmigtir.Soga Tasilyesinden saﬂﬁstn‘ﬂar; {ireaz tle aym safhiktaki
‘ticari Greazin maligeti{déviz karsihr olsrak) 40000 TL mn,Jack
beanden saflastinlan ureaz ile aym aym safhkiski ticar tGreazin
maligeti{diviz karsihr olarak) 100 000 TL'mn Gzerinde bulunmus-
tur{Sa).
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Enzimin maligetinin digitk we safhdimn yiksek Dh‘!‘l-‘ie:“!- Biyc-
kirnyea Laboratuariarmimizda uggulanan sekliygle Greaz gereksinirmin
k& “ﬁﬂanﬁt\ﬂeceﬂi ﬁnla;‘-ﬂnﬂghr.EMe edilen dreaz Ticari areazla
kiyaslanamayacak derecede rmaliget avanta) aagiarnﬁktaﬁn',

Cahgmarmez, ureaz ve benzeri b preparatiarm ilkemizde de

aretilebileceqgint kamtlanmast agisindan dnem tasimaktadic
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0ZET:
Uresz, Greyi amonyak ve karbondioksite pargelar.

12
C=0 + H,0 _Uresz, 2NHz + CO,

I
NH,

Ureaz, kandaki Grenin 61¢Gma igin kKlinik biyokimys Isboratuvariarn-
de uzun zamanlardan beri kullamilmektadir. Kismen saflfastininng ve
ticari dederi clan Greaz trupikai bir bitki olan Jsckbean’ den{Canavslis
ensiformis) elde edilmektedir. Bu nedenle kismen saf olan Jackbean
ireazi ithal edilmekle ve doviz harcanmasina sebep oglmaktadir Ureazin
diger bir dezavantaj1 da kelay ¢bziinememesi ve gozlnmeyen partikiile-
rin spektrofotometrik dlgumlerde sorunlar ortsys gikarmasidir.Bu
dezavantajlan goz dnlne alarak Oreszi en azindan kismen, bilgemizde
bol bulunan Soys facliyesinden{Glycine max) saflastirmays karar verdik.
Bu x;alwmadé ireaz1, Soya fasdlyesinden ve Jackbeanden Kismen
saflagtirdik ve bigyokimuasal Gzelliklerini inceledik.

Bu caligmadaki amacine her ikigide aldukga iyi ¢dzunen,kismen
saflagtiriirmg Soya fasdlyesi ve Jackbesn Greazlarnin biyokimyasal

ozelliklerini gostermektir.



SUMMARY:

Urease breaksdown urea to ammonia and carbondioxide.

12

C=0 + HQI] Urease . 2HH3 + CD.Z
|

NHQ

It has been used in the clinical biochemistry 1aboratories for a leng
time for the determination of ures in blood. The commercially available
urease, which is partially purified, is obtained from a tropical plant,

JdackbeaniCangvalia enciformis).Since the partially purified Jackbesn

uregsse is imported, it csuses the spending of the foreign currency.
Another disadvantage with urease is that, it does not dissolve readily,
therefore in spectrophotometric messurements the problems arice due
to the presence of undissolved particules By taking these disadvantages
into consideration, we decided to purify urease,at least partially from
Soybean (Glycine max) which is found abundantly in cur region.in this
work we purified urease from Seybean and Jdackbean partislly, and
elucidated their biochemical properties.

Our aim in this study is to show the biochemical properties
of the partially purified Soybean snd Jackbean ureases which are both

quite dissolvable.
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25. Preparation and Composition of
Biochemical Reagents

I. REAGENTS USED IN PROTEIN FRACTIONATION

(¢} AMMONIUM SULPHATE

Nomiogram for ammonium sulphate additions
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A straight line through the initial saluration and the desired saturation gives the amount of
solid (NH,),50, to be added to 1" of the solution. A line from this point passing through the
volume of the selution gives the amount required, AN saturations are relative to full saturation
ui ropm temperature (760 gto 11 of waler).

From M. Dixon, B.J. 54, 457 (1553). Reproduced by kind permission of Prolessor M. Dixon,
F.R.S., and the Biochemical Society.)
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