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ABSTRACT

In this study, Horseradish Peroxidase-Dextran covalent conjugates were synthesized whose resistance was
increased against high temperature. Firstly HRP was purified by affinity chromatography using immobilized
Con A. Enzyme-dextran conjugates with different molar ratios were synthesized using dextran aldehyde
derivatives (Dextrans 17.500, 75.000, 188.000 Da) and purified enzyme.

Activities of synthesized conjugates and purified enzyme at pH 7 is determined after keeping them for 0, 15
and 30 minutes in a 25, 30, 35, 40, 50, 60,70, 80 °C temperatured waterbaths and results are compared. In all
keeping periods, a slight decline in the activities of HRP-Dextran conjugates against increasing temperatures
is observed when it is compared to purified enzyme. Especially the conjugate with 1/10 molar ratio displayed
quite well stability against high temperatures.

Keywords: HRP, dextran aldehyde, conjugate, activity, thermal stability.

“HORSERADISH” PEROKSIDAZIN DEKSTRAN iLE KOVALENT KONJUGASYON SONUCU
TERMAL STABILiZASYONU

OZET

Bu ¢aligmada yiiksek sicakliga direngli Horseradish Peroksidaz-Dekstran kovalent konjugatlari sentezlendi.
Oncelikle, HRP immobilize Con A kullanilarak affinite kromatografi yontemi ile saflastirildi. Dekstranlarin
Mw 17.500, 75.000, 188.000 Da) aldehid tiirevleri ve saf enzim 6rnegi kullanilarak farkli mol oranlarinda
enzim-dekstran konjugatlar1 sentezlendi.

Sentezlenen konjugatlarin ve saflastirilan enzimin 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 °C sicakliklardaki su
banyosunda, 0, 15 ve 30 dakika bekleme siireleri sonunda pH 7°de aktiviteleri tayin edildi ve sonuglar
kiyaslandi. Tim bekleme siirelerinde HRP-Dekstran konjugatlarinin aktivitelerinde, artan sicakliga karsi saf
enzime gore daha yavas bir diisme gozlendi. Ozellikle 1/10 oranh konjugat sicakliga karst oldukga iyi direng
gosterdi.

Anahtar Sozciikler: HRP, dekstran aldehit, konjugat, aktivite, termal stabilite.
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1. GIiRiS

Biyoteknolojik uygulamalarda enzimlerin yiiksek sicakliklardaki hizli inaktivasyonu biiyiik bir
problem olusturmaktadir. Enzimlerin biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilmeleri igin
calisma kosullarinda uzun siire stabil olmalari gerekmektedir. Stabilitenin uzatilmasi enzim
yinelenmelerinin sayisint azaltacak ve bdylece enzimin kullanimdaki maliyetini de diisiirecektir
[1]. Enzimlerin kimyasal modifikasyonlarla yapilarini daha “rijid” kilmak suretiyle stabilize
edilmesi, ¢abuk sonug alinabilirligi, nispeten ucuz ve kolay uygulanabilirligi nedeniyle en sik
basvurulan stabilizasyon yontemlerinden biridir [2].

Enzimler protein miihendisligi, immobilizasyon teknikleri, stabilize edici katki
maddeleri ya da kimyasal modifikasyon yontemleri ile uygulama kosullarinda daha direngli bir
yapiya getirilmektedir. Kimyasal modifikasyon amaciyla dogal ve sentetik polimerler baslica
kullanilmaktadir. Enzimlerin hidrofilik yapida dogal bir polimer olan dekstranin ¢oklu kovalent
baglanmas: ile modifikasyonu, onlara baslica termal diren¢ kazandirmaktadir [3-7]. Diger taraftan
suda coziinebilmeleri, biyouyumlu olmalari, biyolojik bozunmaya ugrayabilmeleri ve toksik
olmamalar1 polisakkaritlerin enzim teknolojisinde cesitli alanlarda kullanilmalarina neden
olmustur [8,9].

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7), oksidleyici (oksidant) olarak hidrojen peroksid veya
organik hidrojen peroksidleri kullanan oksidorediiktazlardir. Peroksidazlarin ¢ogu N-bagh
oligosakkarid bulunduran glikoproteinlerdir. Peroksidazlar baglica tibbi tani1 kitlerinin
hazirlanmasinda, gida proseslerinde olusan reaktif oksijen tiirleri igin indikator olarak ve ticari
amach fenolik reginelerin sentezinde katalizor olarak kullanilmaktadir [10].

Yapisinda “Hem” grubu bulunduran peroksidazlar, amino asid dizilimleri dikkate
alinarak ii¢ gruba ayrilmaktadir. I.Grup sitokrom c peroksidaz (CcP), askorbat peroksidaz
(APX), ve bakterial katalaz peroksidazlar igeren hiicre i¢i peroksidazlardir. II. Grup manganaz
peroksidaz, lignin peroksidaz (LiP) gibi salgilanan “fungal enzimleri” kapsamaktadir. III. Grup
ise  bitki peroksidazlarini bulundurmaktadir. Kararli olmasi ve yabani turp (horseradish)
koklerinden kolayca izole edilmesi nedeniyle bir¢ok uygulamada yer alan “horseradish
peroksidaz” izoenzim C (HRP) III. Grup’ta yer almaktadir. Peroksidaz ailesinin yapi-fonksiyon
iliskileri ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu, III. grup’un temsilcisi gibi alinan HRP ile gergeklestirilmistir
[11,12].

“Horseradish” Peroksidaz (HRP, E,C 1.11.1.7), (bayir turpu peroksidazi) baslica tibbi
tan1 kitlerinde kullanilmaktadir. Fenoller, bifenoller, anilinler gibi aromatik bilesiklerin ve azo
boyalarinin  giderilmesinde etkili oldugu da bilinmektedir [1,13-16]. HRP molekiiliinde
ferriprotoporfirin (protohemin) igeren bir haloenzimdir [16,17]. Yapisinda %18-22 arasinda
degisen karbohidrat artigi ve iki farkli tipte metal merkezi icermektedir. Bunlar, demir (III)
protoporfirin IX (hem grubu) ve iki kalsiyum atomudur. Her ikisi de enzimin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliigii i¢in gereklidir. [1,18,19].

Peroksidazlar H,O, ile Bilesik I, II ve III olmak iizere ii¢ farkli yapi olusturmaktadir.
HRP’nin genel calisma mekanizmasi asagida verildigi gibidir. HRP-I ve HRP-II, sirastyla Bilesik
1 ve Bilesik II” yi, AH ise indirgenen substrati gostermektedir [18,20].

H,0, H,0Q AH A AH A+ HO
Sekil 1. HRP enziminin ¢alisma mekanizmasi [14]
HRP’nin enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun oksidasyon ve

rediiksiyonundan ileri gelmektedir. Son zamanlarda HRP’nin aromatik hidrokarbonlarin
oksidasyonunda da kullanildig: bilinmektedir [20].
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Bu calismada nétral yapida bir polimer olan dekstran ile konjuge edilen, “Horseradish”
peroksidaz’in termal stabilizasyonu incelenmistir. Bu amagla farkli molekiil agirliklarinda
(17.500, 75.000, 188.000Da) dekstranlar kullanilarak elde edilen enzim-dekstran konjugatlarinin
ve saflagtirilan enzimin 25, 30, 35, 40, 50, 60,70, 80 °C sicakliklardaki su banyosunda, 0, 15 ve 30
dakika bekleme siireleri sonunda pH 7°de aktiviteleri tayin edildi ve sonuglar kiyaslandi.

2. DENEYSEL CALISMALAR
2.1. Ticari HRP Enziminin Affinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Protein konsantrasyonu 8 mg/ml olacak sekilde hazirlanan HRP ¢6zeltisi Bio—Rad marka protein
saflagtirma sisteminde 1,5 cm x 30 cm kolonda, dolgu maddesi ‘Concanavalin A-Sepharose 4B’
kullanilarak affinite kromatografi yontemi ile saflagtirildi. Enzim 0,1M asetat tamponu (pH 6) ile
kolona verildi. Baglanmayan materyalin 0,1M NaCl, ImM CaCl,, ImM MnCl, iceren asetat
tamponu ile yikanip uzaklastirilmasindan sonra, bu maddelere ek olarak 0,1M metil
mannopiranosid (MMP) bulunduran tampon kullanilarak, 1,5 ml/ dakika akis hiz ile saf HRP
fraksiyonlar halinde kolondan alindi. Saflastirilan enzimin 280 ve 403 nm’deki absorbanslart UV
spektrofotometrede okundu. Saflastirilan tiiplerdeki enzimin safliginin bir Sl¢iisii olarak RZ
(Reinheitzahl ratio) degeri (A3 /A 150) hesaplandi [21,22].

2.2. HRP -Dekstran Konjugatinin Sentezi

3,33g dekstran (17.500Da, 75.000Da, 188.000Da) 30ml, 8 g NalO, 70ml destile suda ¢oziildii.
Dekstran cozeltisine NalO, ¢ozeltisi yavas yavas ve karistirtlarak eklendi. Dekstan aldehid
tirevini elde etmek iizere reaksiyonun gerceklesmesi icin ¢ozelti igerigi karanlikta, oda
sicakliginda 24 saat siireyle karigtirarak bekletildi. Elde edilen yiikseltgenmis dekstran ile birlikte
ortamda bulunan fazla iyonlar1 uzaklastirmak icin iiriin 24 saat karanlikta, oda sicakliginda destile
suya kars1 diyalize birakildi. Liyofilizatorde kurutma ile kati1 halde dekstranin aldehid tiirevi elde
edildi [9,23].

Dekstran Dekstran Aldehid
Glukoz —Q Glucose—0O
0 _ Q
10,
OH O— Glukoz ::} | 0—Glukoz
OH 0 |
OH o]

Sekil 2. Dekstran aldehid tiirevinin sentezi

Saf enzimin, farkli boyutlardaki dekstranin (17.500Da, 75.000Da, 188.000Da) aldehid
tiirevi ile kovalent konjugatlari sentezlendi.
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Sekil 3. HRP-dekstran konjugatinin sentezi

Bu reaksiyon 4 ml, 0.1 M pH 7 sodyum fosfat tamponunda gerceklestirildi. Schiff baz1
olusmasi asamasinda belirtilen ¢ozelti 25°C°da 16 saat bekletildi. Reaksiyonun durdurulmas
amaciyla ortamm pH degerini yiikseltmek iizere 4 ml reaksiyon ¢ozeltisine +4° C’deki 100 mM
sodyum bikarbonat ¢ozeltisinden 5,6 mL eklendi. Daha sonra reaksiyona girmeyen aldehid
gruplarinin ve schiff bazinin indirgenmesi i¢in 9,6 mg sodyum borhidriir (NaBH,) ortama ilave
edildi. 0.1M HCI ile ¢ozeltinin pH degeri 7’ ye ayarlandiktan sonra elde edilen konjugat
ultrafiltrasyon cihazinda konsantre edildi [22].

Saflastirilan HRP konsantrasyonu sabit tutularak (0,1mg/ml), dekstran aldehid tiirevinin
farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri agagidaki gibi hesaplanmistir.

T vpp Chep - M

= = 11 1/5; 1710; 1/15; 1/20; 10/1; 20/1

D €y Mypp

2.3. Aktivite Tayini

25° C deki calkalamali su banyosunda bekletilen deney tiiplerine sirast ile 885 pl 0,01 M PBS (pH
7), 20 ul 10 mM o-dianisidin, 10 pl (0,0025mg/ml) enzim ¢ozeltisi konuldu ve 10 pl %3’lik
H,0,; eklenerek reaksiyon baslatildi. 10 dakika sonra 75 pl 1M NaOH ilave edilerek reaksiyon
durduruldu ve UV spektrofotometrede absorpsiyon spektrumlart alinarak Ayg degerleri okundu
[24,25].

1 unite enzim aktivitesi, standart kosullar altinda 1 dakikada 1pmol substrati oksitleyen
peroksidaz miktar1 olarak tanimlanmaktadir [26,27].

Aggox 10°

M:x tx cHrp

Uimg=

M,= o-dianisidinin molar absorpsiyon katsay1st (11.300 M cm™)
t= Bekleme siiresi (10 dakika)
1 mol= 10° pmol

curp= Enzim konsantrasyonu (0,0025mg/ml)
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HRP-Dekstran konjugatlar1 ve saf enzimin bu yontem ile pH 7’de, farkli sicaklik
degerlerindeki (25, 30, 35, 40, 50, 60, 70 0C) su banyosunda 0, 15 ve 30 dakika bekletilerek
termal aktiviteleri tayin edildi.

3. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada, sulu ortamlarda Horseradish Peroksidaz enziminin yiiksek sicaklikta daha direncli
duruma getirilmesi amaglandi. HRP enzimi ile dekstranin kovalent baglanmasiyla sentezlenen
konjugatlarin termal stabilitesinin pH 7°de arttig1 gozlenmistir. Bu maksatla, 6ncelikle satin alinan
Horseradish Peroksidazin (HRP) HPLC cihazlar ile safsizlik bulundurdugu belirlendi ve enzimin
saflastirilmasina karar verildi (Sekil 4). Satin alinan HRP’nin RZ degeri 0,85 iken, affinite
kromatografisi yontemi ile saflastirildiktan sonra RZ degeri 2,1 dolayinda hesaplandi.

Satin alnan HRP

Saflaghrlan HRP

myolts

w 12 1 . 1.  x = 2 %
Minutes
Sekil 4. Satin alinan ve saflagtirilan HRP’nin HPLC cihazi ile alinan kromatogramlari

Optimum degerlerin belirlenmesi de dikkate alimarak, farkli molekiil agirlikli (17.500,
75.000, 188.000Da) dekstran ile farkli mol oranlarinda HRP-Dekstran kovalent konjugatlari
sentezlendi Elde edilen enzim-polimer konjugatlart1 FTIR spektroskopisi yontemiyle incelendi
(Sekil 5). Saf HRP nin spektrumunda 3420 ve 3283 cm™ dalga boylarmdaki iki pik primer amin
gruplarm gostermektedir. Konjugatlarm spektrumlarinda, 2939 ¢cm™ dalga boyundaki aldehid
grubuna ait bandin kayboldugu ve 1669 cm™ dalga boyunda l.amid (C=0), 1647 cm™’de
2.amid(N-H), 1352 cm’! dalga boyunda ise 3.amid bandinin (C-N) olustugu goériilmiistiir.
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Sekil 5. Saf HRP, dekstran aldehid tiirevi (Mp:75.000) ve nygrp/np:1/10 konjugatin FTIR
spektrumlari

Farkli sicakliklarda bekleme yapilmadan gerceklestirilen aktivite tayinlerinde (Sekil 6A)
saf enzimin aktivitesinin 35°C’dan sonra hizla diistiigii, bu sicakligin iizerinde 1/5, 1/10, 1/15
oranli konjugatlarin daha yiiksek aktivite verdigi ve konjugatlarin aktivitelerinde sicaklik
yiikselmesi ile ani degismeler olmadigi goriilmiistiir. 15 dakika beklemede (Sekil 6B) 35°C’dan
diisiik sicakliklarda saf enzim ile birlikte 1/15 oranli konjugat yiiksek aktivite verirken, 35°C-60°C
arasinda 1/15 ve 1/10 oranl konjugatlar, 60 °C iizerinde ise 1/10 oranl konjugat yiiksek aktivite
gostermistir. 30 dakika beklemede (Sekil 6C) 35°C altinda sicakliklarda saf enzim ile 1/15 oranl
konjugat, 40°C-60°C arasinda 1/10 ve 1/15 oranli konjugatlar, 60°C-80°C arasinda ise 1/10 oranli
konjugat yiiksek aktivite vermesi, dolayistyla sicakliga direnmesi dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 6. Saf HRP ve HRP-Dekstran(75.000) konjugatlarinin 0 dak.(A), 15 dak. (B) ve 30 dak. (C)
bekleme ile tayin edilen aktivite degerlerinin sicakliga bagl olarak degismesi.

Sekil 7°de saf enzim ile farkli molekiil boyutlarindaki dekstranlarla hazirlanan
nyrp/np=1/10 konjugatin 30 dak. bekleme sonunda termal stabilitesindeki degisme gosterilmistir.
Aktivite sonuclari, ozellikle 75.000 Da molekiil agirlikli dekstran ile hazirlanan konjugatin,
sicakliga karsi oldukea kararli bir tutum sergiledigini gostermistir.
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Sekil 7. Saf HRP ve farkli molekiil boyutlarindaki nyrp/np=1/10 konjugatin 30 dak. bekleme ile
tayin edilen aktivite degerlerinin sicakliga bagl olarak degismesi.

Literatiire gore, sentezlenen konjugatlarda enzim/polimer mol orani ve kullanilan
polimerin mol tartisi stabilite yoniinden énem tasimaktadir. Diisiik molekiil agirlikli dekstran-
aldehidin 6nemli bir stabilizasyon etkisi yapmadig1 goriilmiis ve bunun protein yiizeyi etrafinda
yeterli kalinlikta kilif olugamamasindan ileri geldigi 6ne siiriilmiistir. Cok yiiksek molekiil
agulikli dekstran kullanildiginda ise enzim ylizeyini tamamiyla sarilmadigi, ki bunun da
destabilize etkiye yol actigi iddia edilmistir. Bagli bulunan bilyiikk boyutlu dekstran molekiilii
sterik engellemeden dolay1 enzim molekiiline diger bir dekstran molekiiliiniin baglanmasini
onledigi ayrica diigtiniilmiistiir [9].

Irazogui vd., (2007), B-galaktosidaz enzimi polialdehit dekstran ile modifiye edilerek,
enzim molekillii etrafinda hidrofilik bir mikrogevre olusmasi saglanmistitr. Bu c¢alismada,
modifiye enzimin organik solventlere ve yiiksek sicakliklara karsi stabilitesi incelenmistir. Casa
vd., (2002), farkli molekiil agirliklarinda dekstranlar kullanilarak lipaz enzimin modifiye etmis, ve
sonugta termal stabilitenin ticari lipaza gére arttigini gdzlemislerdir.

Bu ¢aligmada, Horseradish Peroksidaz enziminin yiiksek sicakliktaki sulu ortamlarda
daha direncli duruma getirilmesi amaglandi. Bu maksatla, optimum degerlerin belirlenmesi de
dikkate alinarak, farkli molekiil agirlikli (17.500, 75.000, 188.000Da) dekstran ile farkli mol
oranlarinda HRP-Dekstran kovalent konjugatlari sentezlendi. Saf enzime kiyasla, 75.000 Da
molekiil agirlikli dekstran ile hazirlanan konjugatlar, 6zellikle nyrp/np=1/10 oranli konjugat
yiiksek sicakliklarda oldukea iyi termal kararlilik (stabilite) gosterdi.
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