C.U Fen ve Mihendislik Bilimleri Dergisi Y1:2013 Cilt:29-4

*SUPEROKSIT DISMUTAZ ENZiMINIiN NARDAN(f’UNiCA GRANATUM L))
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Purufication Of Superoxide Dismutase From Punica granatum L.And Its
Characterization

Caglar OZDEMIR Ramazan BILGIN
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dal
OzZET

Bu calismada, Punica granatum’dan Siperoksit Dismutaz (SOD) (EC
1.15.1.1) enzimi saflastinimistir. Enzimin saflastirimasinda, homojenizasyon,
santrifijleme, amonyum silfat ¢oktirmesi, DEAE kolon kromatografisi basamaklari
uygulanmistir.

Santriflj sonrasi siperoksit dismutaz enziminin spesifik aktivite degeri
10U/mg protein olarak bulunurken DEAE kolon kromatografisi ile yapilan
saflastirmanin son basamaginda 166 U/mg protein dederine ulasarak 16.60 kat
artis gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Punica granatum , Stperoksit Dismutaz, Saflastirma

ABSTRACT

In this study, superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) was purified from
Punica granatum . For this purpose Punica granatum homogenized, cenrtifugation
step, fractioned with ammonium sulphate precipitation and applied on DEAE
chromatography seperation was applied Punica granatum was purified 16.60 fold
in Punica granatum samples and spesific activity of enzyme in Punica granatum
was found as 166 U/mg respectively.
Key Words: Punica granatum, Superoxide Dismutase, Purification

Girig

Enzimler reaksiyonlarin pek c¢ogunu hizlandiran, protein yapisindaki,
biyolojik katalizérlerdir. Enzimlerin buyik bir cogunlugu protein yapisinda olmasina
ragmen bazi RNA molekillerinin enzimler gibi biyokimyasal reaksiyonlari
katalizledikleri bilinmektedir. Dogal olarak yalniz canhlar tarafindan sentezlenirler.
Hicre icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve 6zgulligind
diizenlerler. Cok defa hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Hiicrelerde organik
maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim olayi, kas kasilmasi, hicre solunumu
gibi dnemli fizyolojik faaliyetler ve cesitli metabolizma reaksiyonlarinin sonucudur
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ve bitln bu reaksiyonlarin timu enzimlerin katalitik etkisi ile mimkin olmaktadir.
Bu sebeple yasam birgok enzim reaksiyonlarinin bir araya gelmesinden ibaret olan
bir sistem olarak tanimlanmistir. Enzimlerin Uriine donusturdikleri maddelere,
substrat denir. Enzimlerle ilgili yapilan ilk ¢alismalarda, enzimin etki ettigi substrat
adinin sonuna — az eki getirilerek (Ureaz, lipaz, fosfataz v.b.) veya genel adlariyla
(pepsin, tripsin gibi) isimlendirilirken, glnimuzde Uluslararasi Biyokimya Birligi
(IUB) tarafindan yapilan sistematik siniflandirmaya goére isimlendiriimektedir. Bu
siniflandirmada her enzim doért rakamli bir kod numarasi ile (E.C.) tanimlanmistir
(Lehninger, 1982; Bingdl, 1983; Tekman ve Oner, 1986; Keha ve Kifrevioglu,
1997).

Superoksit Dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1) siperoksit anyon radikallerinin
dismutasyonunu molekuler oksijen ve hidrojen peroksite katalize eden, molekdl
agirhgr 17-85 k DA araliginda olan metalloenzimlerdir. SOD enzimi oksijeni
metabolize eden tim hicrelerde bulunur. Oksijen toksisitesine kargi énemli bir
defanstir. SOD’nin fonksiyonu aerobik organizmalari siperoksitin zararh etkisine
kargi  korumaktir. Superoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene hizlica
dismutasyonunu katalize eder. SOD katalitik aktivitesi gok yliksek olan bir enzimdir
(Fridovich, 1973; Lavelle ve ark. 1973; Petkau ve ark. 1975; Sheng ve ark. 2004).

SOD
0, +0, +2H" 2> H,0,+0,

Kofaktdr olarak icerdigi metal iyonuna gére U¢ sinif dismutaz enzimi vardir:

(a) Bakir ve Cinko igeren dismutazlar (Cu, Zn SOD) genel olarak 6karyotik
hicrelerin sitozollinde ve kloroplastlarda bulunur. Tek disulfit bagi ile birbirine bagli
iki ayni alt birimden olusur ve alt birim basina birer ¢ginko ile bakir icerirler. Enzimin
etkinligi icin bakir mutlaka gerekli iken cinko; Co**, Hg*", Ca®" ile yer degistirebilir.
Dismutasyon bakir ile stiperoksit radikali arasindaki etkilesimle basarilir.

(b) Mangan iceren dismutazlar (Mn SOD) prokoryotlarda ve mitokondri
matriksinde bulunur. Birbirinin ayni iki alt birimden olugsan ve her alt birimde bir
atom Mn iceren dismutazlardir.

(c) Demir iceren dismutazlar (Fe SOD) prokaryotlarda ve bazi bitkilerde
bulunur. Mn stperoksit dismutaza benzer yapidadir.

Nar (Punica granatum) belgelere gére isa’dan 2500 yil énce, Finike ve
Misirlilarca taninan, kullanilan ve Kkaltdrd yapilan bir bitkidir. Lythraceae
familyasindan olan iginde kugik ¢ekirdekler ve meyve gbvdesini olusturan yuzlerce
tanecikten olusmus, hafif eksi ve bazen tath tadi olan, ihman iklimlerde yetisen bir
meyve turudir. Linne tarafindan Punica granatum L. olarak isimlendirilmistir.
ingilizcede Pomegranate, Almancada GranatBaum, Fransizcada Grenadier,
Arapgada Gulnar, Tirkge'de ise Nar Agaci olarak adlandirilir. Ulkemizde de Giiney
Dogu Anadolu Bélgesinden, Dodu Karadeniz Bolgesine kadar ¢ok soguk yoreler
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disinda her boélgede nar yetisebilmektedir. Narin yetismesi igin yer segimi de ¢ok
6nemli bir konu degildir. Deniz ylzeyinden ¢ok yiiksek yerlerde de 800-900 m de
yetistigi géralmastir. Ekonomik émri 25-30 yil olan bu bitkiden ayni kdkten 100 yih
agkin bir sure yararlanilabilir (Manav,1988).

Materyal ve Metot
Materyal

Arastirmada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup Sigma, St.
Louis, MO, Merck firmalar tarafindan saglanmistir. Arastirmada enzim kaynagi
olarak kullanilan Nar (Punica granatum) érnekleri Gukurova Universitesi Ziraat
Fakultesi Bahge Bitkileri Boluminden saglanmistir

Kimyasallar; Sigir serum albimin (BSA), amonyum siilfat, hidrojen
peroksit, sodyum klorlr, bakir silfat, DEAE-selliloz, sodyum karbonat, sodyum
hidroksit, folin-ciocalteu ¢ozeltisi, sodyum sitrat, Tris HCI, Polyviniylpolypyrolodine,
sodyum fosfat

Arag ve geregler; UV-Vis Spektrofotometre (UNICAM), pH Metre (Hanna
8417), Magnetik Karistirici (Are), Kromatografi Kolonlari, Santrifiij (Jouan MR 23i)
Kriyostat (Poly Science), Otomatik Pipet (Eppendorf), Elektrikli Terazi (Sartorius

Metot

Homojenat hazirlanmasinda 10 g nar taneleri, 10 g nar kabugu ve 10 g
nar taneleri ve zar homojenatlari ayri ayri 6gutuldukten sonra % 0,5 PVP igeren 50
mM’lik, pH’s1 7,0 olan 25 ml KH,PO, tamponunda homojenize edilmistir. En ylksek
aktivite nar taneleri homojenatinda elde edilmistir.Bundan sonraki en yuksek
aktivite nar tanelerinde goruldigu igin tim calismalar nar tanelerinde yapilmistir.
Sogutmali santrifijde 12.000xg’de 20 dakika boyunca santriflj edilip supernatant
cokelekten ayriimistir. Elde edilen sipernatant kullanilincaya kadar 4°C’de
muhafaza edilmistir. (Havir ve McHale 1987).

Narda (Punica granatum) bulunan SOD enziminin homojenatlari sirasiyla
%0-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, araliklarinda amonyum siilfat
cokturmeleri yapiimistir.

%20’lik amonyum sulfat ¢oktirmesi sonucu SOD aktivitesi gorilen
supernatant diyaliz edildikten sonra elde DEAE-Seliloz kolonundan
(0.82cmx25cm) gegirilmigtir.

Saflastinlan SOD’a sicakhgin etkisi 5, 10, 15, 20, 25 °‘C'de SOD
aktivitelerine bakilarak belirlenmigtir.

SOD o6rnekleri 5°C ve oda sicakhginda 50mM pH 7.8 tris baz tamponunda
depolanma kararlihdinin belirlenmesi amaciyla, ayni enzim homojenati kullaniimak
Uzere 1, 3, 7 ve 14. giin boyunca aktivite degerleri gézlemlenmistir.

Saflastinlan SOD’nin termal kararlihdinin  belirlenmesinde SOD’nin
maksimum aktivite gosterdigi sicaklikta, 40°C ve 50°C'de 1, 3, 5, 8 ve 16 saat
bekletildikten sonra aktiviteleri dlgliimustar.
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Belirlenen optimum kosullarda 0,01-0,12mM ksantin derigsimleri kullanilarak
SOD igin Michaelis-Menten sabiti (Km), maksimum hizi (Vmax) ve katalitik etkinligi
(kcat/Km)’nin hesaplanmasinda Lineweaver-Burk grafigi kullaniimigtir.

Arastirma Bulgulari

10 g nar, 6gutuldukten sonra % 0.5 PVP iceren 50 mM’lik, pH’s1 7 olan 25
mL KH,PO, tamponunda homojenize edilmigtir.

Kaba homojenat tiplere alinarak 12.000g'de 20 dk santrifijlenmistir.
Santrifuj sonrasinda elde edilen c¢okelti ve supernatantlar toplanarak bir araya
getirilmigtir.

Cokeltide aktivite saptanamamistir. Ust fazdaki protein miktari 0,69 mg/mL,
SOD enziminin spesifik aktivitesi 10 U/mg olarak bulunmustur.

Narda( Punica granatum) bulunan SOD enziminin homojenatlari sirasiyla
0-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50 50-60 araliklarinda amonyum siilfat ¢géktirmeleri
yapilmistir. Cokturme 12.000xg’de 20 dakika boyunca yapilmistir.

Yapilan ¢oktirme isleminde maksimum c¢oézeltiye %20’lik (NH;),SO,'da
rastlanmistir. Elde edilen slpernatant ¢oOzeltisinden amonyum silfatin
uzaklastiriimasi icin diyaliz yapildi ve diyaliz sonrasinda protein miktari 0,217
mg/mL, SOD’nin spesifik aktivite degeri de 6.50 U/mg olarak hesaplanmistir

% 20’lik amonyum siilfat ¢oktirmesi sonrasinda diyaliz edilen SOD igceren
sUpernatant ¢ozeltisi DEAE-sellloz kolonuna uygulandi. 25-450 mM arasindaki
NaCl ¢ozeltileri ile elie edilen fraksiyonlarin 280 nm’de absorbanslari él¢ildi ve
protein iceren eluatlarda SOD aktivitesine bakildi. DEAE-seliloz kromatografisi
sonucu SOD aktivitesi oldugu belirlenen fraksiyonlar bir araya toplanmis ve toplam
protein ve aktivite degerleri Olgllerek spesifik aktivitesi hesaplanmistir. Buna gore
spesifik aktivite 166 U/mg protein olarak belirlendi.

Calisma sonucu elde edilen veriler Sekil 1’de grafiksel olarak verilmistir

Bowou s sy

Absorbans (280nm)

o 5 10 15 20 25 30 3s

Top no

Sekil 1. DEAE-Seliloz kolonundan alinan fraksiyonlarin 280 nm’deki
absorbanslari ve 560 nm’de 6¢lilen aktivite degerleri
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SOD enzimi Uzerine sicakligin etkisinin incelenmesi amaciyla 5-25 °C arasindaki
sicakliklarda ¢alisiimis ve sonuglar Sekil 2’de verilmigtir. Enzimin optimum sicakhgi
15 °C olarak belirlenmistir.
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Sekil 2. Punica granatum’dan saflastinlan SOD aktivitesine sicakhgin etkisi

Nar ile yapilan SOD enzimi aktivite tayini calismalarinda enzimin
kararlihdini belirleyebilmek icin DEAE kolonu sonrasi en ylksek aktiviteyi gésteren
Orneklerden vyararlaniimigtir.Yapilan c¢alismalar sonunda 50 mM tris baz
tamponunda bekletiien SOD’iIn 14 giin sonunda 5°C ve 25°C'de baslangi¢
aktivitesini tamamen kaybettigi goérdlmuistir
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Sekil 3. Depolama kararlihgi
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Saflastirilan SOD’nin termal kararliliginin belirlenmesinde SOD’nin 15°C’de
40°C ve 50°C’de 1, 3, 5,8 ve 16 saat bekletildikten sonra aktiviteleri 6lglld.
15°C’de 16 saat sonunda baslangi¢ aktivitesinin %90’sini korurken, 40°C’de ve
50°C’de ise baglangig aktivitesinin %100’Un0 kaybetmistir.

10 —e—152C —m—402C —&k—500C

aktivite{U/ml)
o

5 10 15 20

zaman(saat)

Sekil 4. Termal kararlilik grafigi

SOD enziminin K, ve Vo« dederlerinin hesaplanabilmesi icin farkli substrat
(ksantin) derisimlerinde Olgllen aktivite degerleri lgliimustir ve Sigma Plot Enzim
Kinetik Modil programi kullanilarak  Lineweaver—Burk grafigi cizilmistir.Bu
programdan yararlanilarak hesaplanan K., ve V. degerleri sirasiyla 0.6 mM ve
1803.6 U/mg prot. olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5. Punica granatum’dan saflastirilan SOD igin Lineweaver—Burk grafigi.
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Narda( Punica granatum)’dan saflastirilan SOD’in her bir saflastirma
basamagina ait bulgular Cizelge 1.’de 6zet olarak verilmistir.

Cizelgel.SOD i¢in saflagtirma tablosu ve her bir saflastirma basamagina ait
parametreler

Aktivite Corot .. | Spes Saflast

tayin V1 | ein Toplam AKtivi ifk Ar Irma
protein( | te -

basamaklar | y mg/ aktivi | U derece
mg) u/mi )

I ml te Si

; 0.6

ILK 124

KARISIM 18 | 9 12,42 6,90 | 10 2 1

%20

SUPERNA | 15 274 6,55 6 é&? 90 0,55

TANT

%20 3. |10 7,1 | --—--—---

COKELEK |25 |1 3.28 2,20 | 2,17 5

%20 0.2 97,

DIYALiZ 15 17 3.25 6,50 | 29.9 5 1,89

DEAE- 0.0

SELULOZ 10 57 0,27 450 | 166 45 16,6

Tartigsma

10 g nar (Punica granatum), 6gutildikten sonra %0,5 PVP iceren 50
mM’lik, pH’s1 7,0 olan 25 ml KH,PO, tamponunda homojenize edilmistir. Sogutmali
santrifijde 12.000xg’de 20 dakika boyunca santrifij edilip supernatant ¢okelekten
ayrilmistir. Elde edilen slipernatant ile yapilan galigmalarda protein miktari 0,69
mg/mL, SOD enziminin spesifik aktivitesi 10 U/mg protein olarak bulunmustur.

Malgorzata ve ark. (2005) tarafindan yapilan arastirmada, soya fasulyesi
kok ve dallarinda SOD enziminin aktivite gdsterdigini saptanmistir. Yapilan
calismada koklerdeki SOD spesifik aktivitesini 10-15 U/mg prot., dallarinda ise 15-
20 U/mg prot. araliklarinda tayin etmislerdir.

Yurdanur (2007) keten tohumindan SOD enziminin saflagtirirken
ultrasantrifij sonucu elde edilen sipernatantta enzimin spesifik aktivitesini 2,05
U/mg olarak hesaplamistir.

Elde edilen homojenatlarin sirasiyla %0-10 , %10-20, %20-30 ,%30-40, %
40-50 ,% 50-60 amonyum siilfat ¢coktirmeleri yapilarak SOD enziminin en yuksek
aktivitesi % 20 supernatantta gézlemlenmigtir . Daha sonra enzim homojenati 1
saat araliklarla 6 saat boyunca diyaliz edilmis ve safsizlik uzaklastiriimistir.
(NH,),S0, ¢oktirmesi sonunda yapilan galismalarda protein miktari 0,437 mg/mL,
SOD enziminin spesifik aktivitesi 13,73 U/mg olarak belirlenmistir.
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Wang Zhuanhua ve ark.(1974) Tataristan kara bugdayindan SOD enzimini
saflastirirken %40 ve %90’k (NH;),SO,4 ¢dktirmesi sonrasi protein miktarlari ve
spesifik aktiviteleri sirasiyla 600 mg, 24.7U/mg prot.ve 120mg, 65.9U/mgprot.olarak
bulmuslardir.

Nar (punica granatum) ile yaptigimiz SOD enzimi saflastirma ¢alismasinda
DEAE-seliloz kolonu kullaniimistir. DEAE-seliloz kolonundan alinan protein
ornekleri 2 mL hacmindeki fraksiyonlar halinde 30 tipe alinmistir. Alinan eluatlar
arasinda en yuksek aktiviteyi gosteren 25, 26, 27, 28, 29, 30 nolu érnekler bir
araya toplanmis ve bu karisimda protein miktari, SOD enziminin spesifik aktivitesi
dlclilmustir. Ornegin protein miktari 0,027 mg/mL, SOD enziminin spesifik
aktivitesi 166 U/mg olarak bulunmustur. DEAE kolonunda elde edilen eluatlarda
SOD enziminin spesifik aktivitesi baslangica gore 16,60 kat artis gdstermistir.

Literatirde yapilan arastirmalarda nardan SOD enzimi saflastirmasina ait
daha o6nce vyapilan bir g¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle sonuglarimizi
literatur bulgulari ile karsilastirmamiz mimkun olmamistir.

imen Hadji ve ark (2007) sarimsaktan Cu,Zn SOD enzimini saflagtirma
¢alismalarinda, kolondan alinan eltatlardan enzimin spesifik aktivitesini baslangica
gore 82 kat saflastirarak 4,96 U/mg prot. olarak hesaplamislardir.

Yurdanur (2007) kolon kromatografisi ile yaptigi galismada kolondan alinan
eluatlardan enzimin spesifik aktivitesini 4,90 U/mg prot. olarak hesaplamistir.

Nardan (punica granatum) elde edilen SOD enziminin optimum sicakligini
belilemek amaci ile 5-25°C arahdinda farklh sicakliklarda calisiimistir.
Calismamizin bu asamasinda diyaliz sonrasi elde edilen en ideal substrat
konsantrasyonu kullaniimigtir. Optimum sicaklik belirlenmesi sirasinda istenilen
sicakliklar buz banyosu veya sicak su banyosu kullanilarak gergeklestiriimis ve
optimum sicaklik 15 °C olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug; Vyas ve
Kumar (2005), kisin yetisen cgay filizlerinden mangan igeren superoksit dismutazi
saflastirirken optimum sicakhgdi 0 °C olarak bulmuslardir.

Nar (punica granatum) ile yapilan enzim aktivite tayini g¢alismasinda
DEAE-seluloz kolonundan gegen eluatlar arasinda, en yiiksek aktiviteyi gosteren
drnekler bir araya toplanmis ve bu &rnekler igin 25°C’de yapilan depolama
kararlihdi galismasi sonucu SOD enzim aktivitesinde 1 giin sonunda % 16,10’ luk,
3.gundn sonunda %46,30°l0k, 7.gunun sonunda % 49,70’lik aktivite kaybina
rastlanmistir. 14.gindn sonunda ise SOD enziminin aktivitesinin  tamamen
kayboldugu goézlenmistir. Bu da Narda bulunan stperoksit dismutaz enziminin
depolama kararlihginin yiksek oldugunu géstermistir.

Saflastirlan SOD’nin termal kararliliginin belirlenmesinde SOD enziminin .
15°C’de 16 saat sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 90’in1 korudugu goézlenmistir.
Elde edilen bu sonug, Zhenfei ve ark. (1996), Cu-Zn SOD’u bakla tohumlarindan
saflastirirken, SOD enziminin 70 ‘C’'ye kadar kararh oldugunu, Sivaprakasam ve
ark. (2004), Superoksit dismutazi amonyum siulfat fraksiyonlamasi, jel sizme ve
iyon degisim kromatogdrafisi kullanarak guava’nin ham yesil meyvelerinden % 47
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geri kazanim ile saflastiririken SOD aktivitesinin 40°C’ye kadar kararli oldugunu
bulmuslardir.

Linewear-Burk grafikleri c¢izilerek Km ve Vmax degerleri belirlenmigtir.
Nardan elde edilen SOD enzimleri icin Km degeri 0.6 mM; Vmax degeri ise
1803.6 U/mg prot. olarak elde edilmistir.
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