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TORTUM ELMASINDAN (Malus sylvestris.) POLIFENOL OKSIDAZ
ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFISI iLE SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BAZI KIMYASALLARIN ENZIM AKTIVITESI
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Danisman: Prof. Dr. O. irfan KUFREVIOGLU

Polifenol oksidaz enzimi bazi sebze ve meyvelerde enzimatik kararmaya neden olur. Bu
calisgmada, PFO enzimi Tortum elmasindan (Malus sylvestris.) Sepharose 4B-L-tirozin-
p-aminobenzoik asit afinite kolonu ile ilk kez saflastirildi. Enzimin safliginin kontrolii
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforeziyle yapildi. Katekol ve 4-metil
katekol substratlar1 kullanilarak PFO enziminin optimum pH, optimum sicaklik,
optimum iyonik siddet, stabil pH, Ky ve Vnax degerleri belirlendi. Enzimin iki ayri
substrati i¢in sirasiyla optimum pH’s1 5,0-5,5; optimum sicaklig1 10°C; optimum iyonik
siddeti 0,05 M; stabil pH’st 5,5, Km degeri 6,17-4,16 mM, Vpax degeri 3,38-7,75
pmol/dk olarak belirlendi. Inhibitdr calismalarinda askorbik asit, sodyum azit, tiyoiire,
GSH ve DTT calisildi. Bu inhibitorler i¢in bes farkli inhibitér konsantrasyonunda ICsg
degerleri belirlendi. Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla bu inhibitorler ig¢in K;
sabitleri ve inhibisyon tiirleri belirlendi. K; sabitleri ve 1Csy degerlerine gore en etkili
inhibitoriin askorbik asit oldugu tespit edildi.

2017, 71 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Polifenol oksidaz, afinite kromatografisi, karakterizasyon,
inhibisyon, Tortum elmasi
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PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME FROM TORTUM
APPLE (Malus sylvestris.) BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY,
CHARACTERIZATION AND INVESTIGATE THE EFFECT OF SOME
CHEMICALS ON THE ENZYME ACTIVITY
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Polyphenol oxidase enzyme causes the enzymatic browning in some fruits and
vegetables. In this study, the PFO enzyme was purified for the first time using the
Sepharose 4B-L-tyrosine-p-aminobenzoic acid affinity column from Tortum apple. The
purity of the enzyme was determined by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis. Optimum pH, optimum temperature, optimum ionic strength, stable pH,
Km and Vmax values of PPO enzyme were determined using catechol and 4-metil
catechol substrates. The optimum pH and temperature of PPO were determined as 5,0-
5.5, 10°C. Optimum ionic strength of this enzyme was found as 0,05 M for both
substrates. Ky, constants and Vmax values of enzyme for the used two substrates were
found as 6,17-4,16 mM and 3,38-7,75 pumol/dk, respectively. Ascorbic acid, sodium
azide, thiourea, GSH and DTT were studied in inhibitor studies. 1Csy values were
determined in five different inhibitor concentrations for these inhibitors. K; constant and
the types of inhibition of these inhibitors were determined by using Lineweaver-Burk
graphics. Ascorbic acid was appointed to be the most effective inhibitor according to the
K; constants and values of ICsy.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

BSA Bovin serum albumin

C Katekin

DTT Ditiyoeritritol

E Enzim

E.C Enzim komisyon

E.U. Enzim tinitesi

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit
GSH Glutatyon

| Inhibitor

1Cso Maksimum hiz1 yartya diisliren inhibitdr konsantrasyonu
K; Enzim inhibitér kompleksinin ayrigma sabiti
Kwm Michaelis-Menten sabiti

L Litre

mM Milimolar

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi
PEG Polietilen glikol

PER Amonyum persiilfat

PFO Polifenol oksidaz

PMSF Fenilmetilstilfonilfloriir

SDS Sodyum dodesilstilfat

[S] Substrat konsantrasyonu

TEMED N,N,N’,N’-tetrametilendiamin

Tris Trihidroksimetilaminometan
V max Maksimum hiz
pL Mikrolitre
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1. GIRIS

Birgok sebze ve meyvenin toplanmasi veya depolanmasi esnasinda bir takim fiziksel
islemler sonucu sebze ve meyvelerde saridan kahverengiye kadar degisen renk
degisimleri meydana gelmektedir. Esmerlesme veya kararma olarak adlandirilan bu
renk degisimleri fenolik bilesiklerin kinonlara yiikseltgenmesiyle sonuglanan
reaksiyonlar biitiiniidiir. Esmerlesme, genellikle fenolik bilesiklerin  kinonlara
yiikseltgenmesi, bu olayr takiben de reaktif ara irilinlerin enzimatik olmayan
oksidasyonu sonucunda kolayca ve hizli bir sekilde polimerleserek koyu renkli ve
sudaki ¢oziiniirliigii az olan melanin pigmentlerine doniismesiyle sonlanan bir takim

reaksiyonlar zinciridir (Whitaker 1972; Friedman 1997; Laurila et al. 1998).

Bu kahverengi pigment olusumu bir dereceye kadar istenen bir durum iken, ¢ogu kez bu
oksidasyon islemleri istenilen seviyede durdurulamazlar. Ozellikle de besinlerin
depolanmasi ve endiistriyel olarak islenmesi sirasinda besinlerin duyusal ve besinsel
ozelliklerinde degisimlere neden olurlar. Bu durum genelde besinin renk, koku ve besin
degerinde istenmeyen degisimler seklinde ortaya g¢ikar. Sonug¢ olarak da besinin, hem
besinsel degerinin hem de ekonomik degerinin diismesine neden olur (Whitaker and Lee
1995).

Enzimatik esmerlesme sonucunda olusan melaninlerin antibakteriyal, antikanserojen ve
antioksidan ozelliklere sahip olmalari son zamanlarda biiyilik ilgi konusu olmustur.
Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan kaldirmak ve yararli olan
esmerlesme reaksiyonlarint optimize etmek amaciyla besinlerin bilesimindeki
degisimlerin, besinsel ve toksikolojik agilardan tanimlanmasi ve bu istenmeyen yonlerin
durdurulmasina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, cesitli bitkilerdeki esmerlesme olaylarinin
ortaya konulmasi, etkilerinin anlagilmasi ve ¢oziimler bulunmasi, hem insan beslenmesi
hem de insan saghgr acisindan olduk¢a Onemlidir. Enzimatik esmerlesmenin
onlenmesinde ise en uygun yontem ise PFO aktivitesinin kontrol edilmesidir. Bu
nedenle, enzim aktivitesine etki eden parametrelerin ¢ok iyi bilinmesine gerek

duyulmaktadir (Baisier and Labuza 1992).



Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 bitkinin tiiriine, yetistirildigi bolgeye ve bitkinin
olgunluk derecesine gore degisim gosterir. Esmerlesmenin rengi ise ortamdaki mevcut
fenolik substratlarin tiirtine gore farklilik gosterir. Esmerlesmeyi etkileyen en 6nemli
faktorler; pH, sicaklik, dokulardaki oksijen miktar1 ve aktif polifenol oksidaz
konsantrasyonudur (Mayer and Harel 1991; Lee 1992; Fraignier et al. 1995; Yoruk and
Marshall 2003).

Fenolik madde, oksijen ve PFO enzimi faktorlerinden birisinin ortadan kaldirilmasiyla

enzimatik kararma azaltilabilmekte veya durdurulabilmektedir.

Enzimatik olmayan esmerlesme olarak bilinen renk degisimleri ise, aminoasitlerle
indirgen sekerler arasinda meydana gelen Maillard reaksiyonu olarak da adlandirilan
reaksiyonlar sonucu olusur ve oksijensiz ortamda da yiiriiyebilir. Koku ve renkte bir
tyilesme saglayan bu reaksiyonlar endiistriyel agidan énemlidir. Olayin ilk asamasinda
amino grubu sekerin indirgen hidroksil grubuna baglanarak N-glikozitleri
olusturmaktadir. Bunu izleyen karmasik polikondensasyon olaylart sonucunda, esmer
renkli "melanoidin" adi verilen bilesikler olusmaktadir. Enzimatik olmayan renk
bozulmalari 1s1, 151k, metaller ve oksijen gibi faktorlerin etkisiyle meydana gelmektedir

(Bolin and Steele 1987).

1.1. Tortum Elmasi ve Elmalar Hakkinda Genel Bilgi

Tortum elmas1 Rosacea familyasinin Malus cinsine ait Malus sylvestris tiiriiniin bir
kiiltivaridir. Tortum elmasi, Dogu Anadolu Bdlgesi’nin Erzurum ili Tortum ilgesi
cevresinde yetismektedir. Tortum elmasi, Erzurum ilinin endemik tiirleri arasinda yer

almaktadir.

Ulkemiz, sahip oldugu iklim ve ekolojik ozellikleri acisindan bazi tropik meyveler
disinda bircok meyvenin yetismesine elveriglidir. Elmanin ana vatani, Anadolu’yu da
icine alan Giiney Kafkasyadir. Elma, ekolojik sartlarin uygunlugu ve gen merkezi

olmas1 nedeniyle yurdumuzun hemen hemen her yerinde yetistirilebilmekte; en uygun



kiiltiir merkezleri Kuzey Anadolu’da bulunmaktadir. Kuzey Anadolu, Karadeniz’in kiy1
bolgeleri ile I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu yaylalar1 arasindaki gegit bolgeleri de

elmanin énemli yetistirilme alanlarin1 kapsamaktadir.

Elma giiz mevsiminde olgunlasmakta; hasat edildikten sonra uzun siire
saklanilabilmekte ve bu siire zarfinda lezzet kazanmaktadir. Ayrica elmanin ¢ekirdegi
olgunlagma evresine dogru kaybolmaktadir. Tortum elmasi hakkinda literatiirde ve
yazili belgelerde heniiz ayrintili bir bilgi bulunmamasina ragmen giiniimiizde elma
yetistiriliciligi, kimyasal icerikleri, biyokimyasal 6zellikleri ve saglik agisindan yararlari

ile ilgili bircok bilgi bulunmaktadir.

Elma, igerdigi mineral ve vitaminler agisindan beslenmede Onemli bir yere sahiptir.
Taze elmanin %84'linii su olusturur. Ayrica karbohidratlar, malik asit, proteinler, yagl
maddeler, vitaminler, pektinler ve mineral maddeler ihtiva eder. EImada bulunan A ve
C vitaminleri ile potasyum, kalsiyum, magnezyum ve sodyum gibi elementler birleserek
bir takim tuzlari olusturur. Bu tuzlarin organik kisimlar1 kanda enerji saglamak i¢in
okside olduklar1 zaman, geride baz teskil eden bilesenler kalir. Bdylece elma, kandaki

asit-baz dengesi ilizerinde olumlu bir etki yapar.

Elma suyu antioksidan etkisi en fazla olan meyve sularindan biri olarak , “Kuercetin”
adli gii¢lii bir antioksidan igererek saglikli beslenmede 6nemli bir yer tutar. Yapilan
aragtirmalarda elma suyunun igerdigi antioksidan sayesinde hiicresel hasar1 Onleyici
potansiyel bir etkisi oldugu, bu etkinlik sonucunda LDL oksidasyonunu onleyebildigi
goriilmiistiir. Buna bagh olarak yiiksek tansiyon ve ritim bozuklugu olan hastalarda
pozitif etki gosterdigi ve kalp krizi riskini %24 oraninda disiirdiigii ifade edilmektedir.
Ingiltere’deki Milli Kanser ve Tip Arastirma Merkezi’nin her giin elma yeme aliskanlig
olan 2 bin kisiyi kapsayan ve 77 yil siiren arastirmasi sonucunda elma yemeyenlerin
elma yiyenlere oranla kalp krizi riskinin daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur.
Ayrica British Medical Journal adli tip dergisinde yayinlanan aragtirma sonuglarina gore

de her giin basta elma olmak {izere meyve veya meyve suyu tiketme aligkanligt



olanlarda inme (felg) riski bdyle bir aligkanligi bulunmayanlara oranla %32 daha az

oldugu belirtilmektedir.

1.2. Esmerlesme Reaksiyonlari

1.2.1. Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari

Enzimlerin dogrudan rol almadig1 ve enzimatik olmayan esmerlesme olarak tanimlanan
reaksiyonlar esmer pigmentin olusumundan sorumludur (Friedman 1997). Enzimatik
esmerlesme reaksiyonlarina gére daha farkli ara iriinler ve farkli mekanizmalarla
gerceklesen reaksiyonlar Maillard reaksiyonlart olarak bilinir (Mauron 1981; Lee and

Nagy 1988).

Yapisinda amin grubu igceren biyomolekiillerin (protein, amino asit ve peptitler)
karbohidratlarla olan ve 1s1 ile katalizlenen reaksiyonlar bu tiir reaksiyonlardir (Sekil
1.1). Ornegin, unda bulunan glutein ile glukozun reaksiyonu, laktalbumin ile siit
tozunda bulunan laktozun reaksiyonu ve serbest aminoasitlerin kizarmis patatesteki
glukoz ile olan reaksiyonlari bu reaksiyonlara 6rnek gosterilebilir. Bunun diginda in
vivo protein-karbohidrat etkilesimleri de s6z konusudur. Diyabet hastaliginda
hemoglobin ile glukozun reaksiyonu, katarakt hastaliginda g6z lensi proteininin glukoz
ile reaksiyonu s6z konusudur. Bunun yani sira, proteinlerin okside olmus yag asitleri ile
gerceklestirdigi reaksiyonlar da 6nemlidir. Kazein adli protein okside olmus linoleik asit

ile boyle bir etkilesime girebilmektedir (Friedman 1997).



O\\?/H R_N‘\C’H R*H—QHZ
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Protein Glukoz Schiff bazi Amodori Grind

Sekil 1.1. Proteindeki fonksiyenel gruplar ile glukozun olusturdugu enzimatik olmayan
esmerlesme reaksiyonu

Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlar1 disinda 1s1 ile katalizlenen ve hetero
halkali aminlerin olusumuyla sonuglanan bazi reaksiyonlar da vardir (Sekil 1.2). Sadece
hayvansal besinlerde bulunan aminoasitler, karbohidratlar ve kreatinin arasindaki

etkilesimlerle bu tiir reaksiyonlar gergeklesebilir (Friedman 1996, 1997).
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+ - = +
( NH, XS
N
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- (I‘I\:lHéOO_ ! 4\7\' Hetero halkali amin
H HC—R © “CH,
Amino asit Aldehit Kreatinin

Sekil 1.2. Heterohalkali aminlerin esmerlesme reaksiyonlar1 ve friinleri (R, X, Y
harfleri H veya CH3; Z harfi CH veya N)

1.2.2. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari

Esmerlesme reaksiyonlarinin en yaygin olani1 enzimatik esmerlesme reaksiyonlaridir.
Genellikle fenolik bilesiklerce zengin olan bitkilerde goriiliir. Iki sekilde meydana
gelebilir (Friedman 1997). Bunlardan biri, sebze ve meyvelerde bulunan polifenol
bilesiklerin  kinonlar1  olusturmak {izere PFO ile katalizlenen oksidasyon

reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlar sonucu olusan kinonoid bilesikler, daha sonra



enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda kahverengi melanin pigmentlerine
polimerlesirler (Sekil 1.3.) (Laurila et al. 1998).
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Indol 5,6 kinon Melanin

Sekil 1.3. Melanin pigmetinin olusum mekanizmasi

Normal sartlar altinda enzim hiicre icerisinde molekiiler oksijenle temas halinde
degildir, fakat meyve veya sebze fiziksel isleme tabi tutuldugu zaman, enzim hiicre
disina ¢ikarak molekiiler oksijen varliginda, bazi1 fenolik bilesiklerle reaksiyona girer ve
renkli bilesikleri olusturur (Lee et al. 1990; Valero and Garcia- Carmona 1998; Rocha et
al. 1998; Manzocco et al.1999 Chang et al. 2000; Mathewson 2000).

Bir diger enzimatik esmerlesme reaksiyonu ise, fenolik bilesiklerden tiiremis kinonlarin,

serbest aminoasit ve proteinlerle esmer polimeri olusturmasidir (Labuza et al. 1992).



Patateste ve kazein igeren besinlerde, okside olmus klorojenik asidin kazein ile olan

reaksiyonu bu tiirden reaksiyonlardir (Sekil 1.4).
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ROOH R@OH
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Difenolaz o
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o-difenol  Sulfhidril o-kinon
Bilesikleri
R'NH (amino asit)
OH OH o
Yo LI CERe
R"SH R'NH R'N

Sekil 1.4. Kinonlarin serbest amino asitlerle polimerizasyonu

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinin olusabilmesi i¢cin PFO enzimi, PFO’nun
etkiledigi fenolik substrat ve molekiiler oksijenin bir arada bulunmasi gerekir. Ayrica,
sicaklik ve pH gibi enzim aktivitesini etkileyen sartlarin da uygun olmasi gerekir.
Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda olusan ve ilk kilit madde olan o-kinonlar
renksiz bilesiklerdir ve bu kinonlar herhangi bir renk bozulmalarina neden olmaz.
Ancak olusan 0-kinon ve tiirevlerinden daha sonra dimerler olusur ve olusan bu
dimerler daha biiylik molekiillii bilesiklere polimerlesirler. Esmer renkli olan bu
polimerler ise besinlerdeki renk bozulmasina sebep olurlar (Mcweeny 1974; O’brein

and Morrissey 1989).



1.3. Polifenol Oksidazin Biyokimyasi

1.3.1. Adlandirilmasi

Bakir igeren proteinlerin bir grubu olan polifenol oksidazlar, oksidorediiktaz sinifinin
bir iiyesidir ve enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda énemli rol oynarlar (Van Gelder
et al. 1997; Dincer vd 2002). Molekiiler oksijen varliginda iki reaksiyonu katalizler;
monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu (kresolaz aktivitesi) ve o-fenollerin o-

kinonlara oksidasyonu (katekolaz aktivitesi) dir (Yang et al. 2000).

Bitki PFO enzimleri monofenol mono oksigenaz ( tirozinaz E.C. 1.14.18.1) ile difenol
oksidaz ( katekolaz; difenol: O, oksidorediiktaz: E.C. 1.10.3.2 ) olarak adlandirilmigtir
(Mayer 1987; Valero et al. 1990; Chen et al. 1991; Siddiq et al. 1992; Kermasha et al.
1993).

Bunun disinda enzimin katalizledigi substrata gore de adlandirilmalar1 vardir.
Bunlardan bazilari, tirozinaz, kresolaz, fenolaz, monofenol oksidaz, difenol oksidaz, o-
difenolaz, katekol oksidaz, pirokatekol oksidaz, dopa oksidaz, monofenol monooksidaz,

o-difenol oksido rediiktaz, difenol oksidaz ve klorogenik oksidazdir (Score et al. 1997).

1.3.2. Polifenol oksidazin tabiattaki dagilinm

PFO enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik mantarlarda
bulunmustur (Viktoria and Whitaker 1995). PFO enzimi tabiatta yaygin olarak
bulunmaktadir. Bitkilerde bulunmasinin yani sira mikroorganizmalarda 6zellikle de
mantarlarda, bazi hayvansal organlarda ve kabuklu deniz hayvanlarinda bol olarak
bulunan bir enzim g¢esitidir. Ayrica baz1 toprak tiirlerinde glukoz oksidaz gibi oksido
rediiktaz enzimlerinin yanm sira PFO enziminin de varligi ve aktivitesi bildirilmektedir

(Sarkar et al. 1989; Mosko et al. 1992; Gulko and Khaziyev 1993).



Bitkilerdeki PFO igerikleri bitkinin tiiriine ve yetistirilme ortamina ve bigimine gore
farklilik gostermektedir. Hatta ayni organizmanin farkli organlarinda bile farkli
karakteristik 0Ozellikler gosterebilmektedir. Enzimin bitki hiicrelerindeki yerlesimi,
meyve ve sebzelerin olgunluguna, bitkilerin ise tiir ve yaslarina bagl olarak degisim

gostermektedir (Stephens and Wood 1974; Padron et al. 1975; Mayer 1987).

Taze elmada enzimin daha ¢ok kloroplastlarinda ve mitokondrilerinde bulundugu tespit
edilmistir (Parish 1972). Elmada PFO aktivitesi 0-dihidroksi fenol bileseni kararma
egiliminin kiiltiire bagli oldugu bazi arastirmacilar tarafindan ileri siiriilmiistiir.
Herhangi bir elma kiltiiriiniin  kararma egilimleri birkag yil i¢in kararlilik
gostermektedir. Farkli iklim sartlar1 veya farkli cografik bolgelerde bu kararlilik cok
degismemektedir (Walker and Wilson 1975).

Elmadaki PFO enziminin hem monofenolaz hem de difenolaz aktiviteleri iizerinde
cesitli inhibitorlerin etkisi incelenmistir (Nicolas et al. 1994). Monofenolaz aktivitesi
enzim izolasyonu iglemlerine duyarli olmasindan dolayi, ekstraksiyon sirasinda ¢ok
diisiik oranlarda, NMR spektroskopisi ya da HPLC gibi teknikler yardimiyla tespit
edilebilmistir. Ancak son yillarda gelistirilen spektrofotometrik yontemlerle elmada
aktivitenin gesitli faktorlere bagli oldugu goriilmiistir. PFO enzimi Triton X-114 ile
izole edilip kismen saflastirilmis ve kinetik karakterizasyonu sonucunda enzimin tek bir
aktif bolgeye sahip oldugu ve katalitik islemler sirasinda iki farkli konformasyonu

halinde bulunabilecegi ileri stiriilmiistiir (Walker and Wilson 1975).

1.3.3. Polifenol oksidazin biyokimyasal 6zellikleri

PFO enzimi iki farkli aktivite gostermektedir ve bunlardan ilki, monofenollerin o-
difenollere o-hidroksillenme reaksiyonudur. Enzimin bu aktivitesi, monofenolaz veya
kresolaz aktivitesi olarak tanimlanmistir (Sekil 1.5). Bir diger aktivite ise, 0-difenollerin
o-kinonlara oksidasyonuyla olusan reaksiyondur ve enzimin bu aktivitesi de difenolaz
veya katekolaz aktivitesi olarak tanimlanmistir (Sekil 1.6) (Fenoll et al. 2000; Espin and
Wichers 2001; Brooks et al. 2004).
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OH OH
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Monofenolaz
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(Tirozinaz)
GH> GH2
H2N—CH:—COOH H2N—8—COOH
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Sekil 1.5. Monofenollerin o-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)

OH o]
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(katekolaz)
CH, CHa
H,N—-CH-COOH H,N—CH-COOH

Dihidroksifenilalanin
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Sekil 1.6. o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi)

Farkli kaynaklardan elde edilen enzim ekstraktlarinin her iki aktiviteye farkli oranlarda
sahip oldugu ileri stiriilmektedir (Pendhark and Nair 1974). Patates, elma, seker pancari
yapragi, bakla ve mantar gibi bircok PFO enzimi ekstraktlar1 her iki aktiviteye de sahip
iken; c¢ay yapragi, tiitiin, hint kirazi, muz, armut ve kiraz PFO enzimlerinin mono

hidroksi fenollere etki etmedigi belirtilmektedir (Mayer 1987).

PFO enzimi ortalama 55-65 kDa molekiil agirligina sahip olup enzimde iki baglanma
bolgesinin bulundugu belirlenmistir. Enzim ekstraklarinda bakirin Cu (I) seklinde
oldugu ancak zamanla Cu (I)’in Cu (Il)’ye yavas bir sekilde okside oldugu
gozlemlenmis; bu degisimin herhangi bir aktivite kaybina neden olmadigi tespit
edilmistir. Bakirin uzaklastirildigi apoenzim aktif degil iken Cu (II) ilave edilmesi ile

aktivite geri kazanilabilmistir (Kertesz et al. 1972).

PFO’nun fenolik bilesiklere etki mekanizmasi olduk¢a karmasiktir. PFO enzimi
proestetik grup olarak bakir iyonu ihtiva eder. Bakirin valens durumu PFO enziminin

aktivitesini saglar (Kolcuoglu vd 2007). Kimyasal ve spektroskopik ¢alismalar sonucu
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PFO’ larin aktif bolgesinin iki biniikleer bakir kompleksine sahip oldugu ve Tip 3 bakir
merkez 6zelligi tagidigin1 gostermektedir (Sekil 1.7.) (Marusek et al. 2006).

i His . i i
His I, \\\\g_‘l’ | JHis H'S/”m,, ‘“\\\\Hls
/Cu\:;cu\ /Tu\ /Tu\
His His ) His His His © His His
oksi-PFO met-PFO
His is
‘i, . N\\\\\’\"
/Cu ————— Cu"\
His l | His
His His
deoksi-PFO

Sekil 1.7. PFO enziminin bakir merkezleri

1.4. Polifenol Oksidaz Enziminin Substratlar:

Sebze ve meyvelerin c¢ok cesitli fenolik bilesikler icermesine ragmen fenolik
bilesiklerden ¢ok azi PFO enzimine substrat olabilmektedir. Fenolik ve polifenolik
bilesikler sayisiz bitki tiiriinde ikincil metabolitler olduklar1 i¢in bu bilesiklerin
oksidasyon {riinlerinin bitkilerin bakteri, mantar ve virlisler gibi patojenlere karsi
savunma sisteminde rol oynadiklari tahmin edilmektedir. PFO enzimi ile katalizlenmis
polimerlesme reaksiyonlart hasar goren bitki ylizeylerinin iyilesmesine yardimci olur.
Polifenolik bilesiklerin ayrica antimutajenik, antikanserojenik, antiglisemik ve
antioksidatif ozelliklere de sahip olduklar1 bilinmektedir. Bitkilerde bulunan fenolik
bilesikler, bitkilerin tiirline, biiylime ve saklanmalar1 sirasinda cevresel sartlara ve

olgunlagsma derecelerine gore cesitlilik géstermektedir (Friedman 1997).

PFO enziminin meyve ve sebzelerdeki en onemli dogal substratlar1 flavonoid tipi

fenollerle basit fenollerdir.
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Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerin yenilenebilir kisimlari, kok, goévde ve tohum kisimlarinda
bulunurlar. Bitkilerin higbirinde flavonoidler konsantreolarak belirli bir bolgede
bulunmazlar. Bitkinin belirli boliimlerinde esit olarak dagilim gdsterirler. Bitkilerin
farkli kisimlarinda en azindan eser miktarda flavonoid bilesiklerine rastlanmistir (Swain
1962). Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi asagidaki gibidir (Frudenberg and Weinges
1962).

o L1
~:
(L

Sekil 1.8. Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi

Bitkilerde dogal olarak bulunan farkli tiirdeki flavonoid bilesiklerden yalnizca
katekinler, l6koantosiyanidinler, antosiyaninler, flavonoller ve sinnamik asit tiirevleri

besinlerin dnemli bir kismini teskil ederler (Sakiroglu 1994).
Katekinler

Katekinler, C3 atomunda bir OH grubu igerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol
olarak adlandirilirlar. Flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleri olan katekinler (+) - katekin ve
onun stereoizomeri olan (-) - epikatekin olarak bulunmustur. Diger formlar1 ise
katekinlerin sicak sodyum karbonatla muamelesinden meydana gelir. Katekinlerin

kimyasal yapis1 asagidaki gibidir (Frudenberg and Weinges 1962).
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(+) - Katekin R;=H, R,=OH
(-) - Epikatekin R,= OH, Ry=H

Sekil 1.9. Katekinlerin kimyasal yapisi

Lokoantosiyanidinler

Lokoantisiyanidinlerin 6nemli 6zelligi asidik ortamda 1sitilmasiyla antosiyanidinlere
cevrilebilen bilesikler olmasidir. Bu bilesiklerin  streokimyasi, katekinlerin

stereokimyasi kadar aragtirllmamistir (Sakiroglu 1994) (Sekil 1.10).

R1
OH
Y
@ s
OH

OH OH
L&kosiyanidin (R4=0H, R;=H)

Lékodelfinidin (R1=R5>=0H)
Lékopelargonidin (R{=R;=H)

Sekil 1.10. Lokoantosiyanidinlerin kimyasal yapisi

Antosiyaninler

Antosiyaninler renkli bilesiklerdir. Bitki ve meyvelerin hiicre 6zsuyunda glikozidler
halinde bulunurlar. Antosiyaninler serbest seker rezidiileri antosiyanidin olarak
bilinirler. Antosiyanidinlerin %20 lik HCI ile 3 dk civarinda kaynatilarak hidroliz
edilmesinden bir veya daha fazla seker molekiilleriyle elde edilirler (Hayashi 1962)
(Sekil 1.11).
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Pelargonidin (R{=R>=H)
Siyanidin (R,=0H, R>=H)
Delfinidin (R{=R5=0H)

Sekil 1.11. Antosiyaninlerin kimyasal yapisi
Flavonoller

Flavonoller ve flavononler antoksantin pigmentleri olarak adlandirilirlar. Renkleri agik
yesil olup bazi durumlarda kararma reaksiyonlarina katilirlar (Sekil 1.12.) (Sakiroglu
1994). Flavonoller genellikle glikozidler halinde bulunurlar. Bu glikozidler de bir ya da
daha fazla hidroksil grubu olan glukoz, ramnoz ve nadiren de rafinoz seker tiirleri bir
araya gelir. Genellikle seker rezidiilerinin substitiisyon reaksiyonlarinda flavonol

cekirdeginin hidroksil gruplari esterlesme reaksiyonuna ugrar (Gripenberg 1962).

OH
HO O O
T e
OH
OoH O
Quercetin (R4=0H, Ry=H)

Myricetin (R4=R5;=0H)
Kaempferol (R;=R>=H)

Sekil 1.12. Flavonollerin kimyasal yapisi

Sinamik Asit Tiirevleri

PFO’nun en yaygin dogal substrati sinamik asit esterlerinden olan klorogenik asittir.
Klorogenik asitin kafeik asit (3,4-dihidroksi sinamik asit) kisminin p-kumarik asitin (4-
hidroksi sinamik asit) PFO enzimi tarafindan hidroksilasyonu ile olusturdugu

belirtilmektedir (Sato 1962). Klorogenik asitin izomerleri olan izoklorogenik asit,
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neoklorogenik asit, pseudo klorogenik asit de PFO’nun substratlar1 olarak sayilmistir

(Sandeimer 1964). Klorogenik asitin kimyasal yapist asagidaki gibidir (Sekil 1.13).

HQO
H_
HO C—(H:—(T-::O
7
|—/cooH
OH

Sekil 1.13. Klorogenik asitin kimyasal yapisi

Basit Fenoller

Tirozin, ¢ogu gidalarda bulunan 6nemli bir amino asittir ve melanin olusumunda
enzimatik oksidasyon i¢in monohidroksifenol klasik bir substrattir. Tirozinin
hidroksilasyon tiriinii olan dihidroksifenil alanin (DOPA) ve dihidroksifenil etilamin
(Dopamin) bitki dokularinda bulunur (Sekil 1.14) (Sakiroglu 1994).

Elma gibi bazi kaynaklardan elde edilen PFO enzimi, L-DOPA’y1 dehidrogenasyona
ugratmasina ragmen, tirozine karsi aktivite gostermez, fakat p-kresolu hidroksiller
(Stelzig et al. 1972). Seker pancarinda ise PFO enzimi, tirozine karsi aktivite
gostermezken L-DOPA’y1 dehidrogenasyona ugratmaktadir. Fakat ilgin¢ olan sudur ki
seker pancar1 dokularinda kayda deger miktarda L-DOPA bulunmazken, oldukc¢a fazla

miktarda tirozin bulunmaktadir (Wilcox et al. 1985).
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H H
HZN—Q—COOH HZN—(F—COOH HZN—QHz
sz sz EHZ
HO HO
OH OH OH
N 3,4-dihidroksifenil alanin 3,4-dihidroksietil amin
Tirozin (DOPA) (Dopamin)
H OH H H
HO HO OH HO HO.
i CHs CHO
Katekol Pirogallol 4-metil katekol 3,4 dihidroksi benzaldehit
OH OH H
HO i HO i HO ? SO;H
COOH NO,
3,4-dihidroksi benzoik asit 4-nitro katekol 2,3-dihidroksifenil stlfonik asit

Sekil 1.14. Bazi basit fenollerin kimyasal yapilar

1.5. PFO Enziminin Aktivatorleri

Enzimatik kararmanin 6nlenmesi ve PFO’nun inhibisyonu iizerine ¢ok fazla calisma
yapilmigken, aktivasyonu iizerine yapilan c¢alismalar ¢ok azdir. Bu durum siiphesiz,

enzimin aktivasyonunun istenmemesinden kaynaklanmaktadir.

Elma kabugundan elde edilen mitokondriyal enzim polivinil pirolidin (PVP) ile inaktive
edildikten sonra sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi anyonik deterjanlarla tekrar aktive
edilmistir (Coetzer et al. 2001). SDS’nin farkli avakado tiirlerinden hazirlanan ham ve
kismen saflagtirilmis ekstraktlardaki inaktif PFO’yu da aktive ettigi belirtilmektedir
(Lerner et al. 1972).

Uziimden elde edilen PFO kisa bir siire igerisinde iire ya da asidik pH’ya maruz
birakildiginda 4-10 kat arasinda doniisiimlii olarak aktive olmaktadir. Yiiksek iyonik
siddetlerde, asitlerle aktivasyon daha ytiksektir. Bu durum, kloroplastlarda oldugu gibi

kismen saflastirilmis enzim ekstraktlarinda da gériilmektedir. Ure inaktif bakla
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PFO’sunu aktive ederken ayn1 zamanda enzimin monofenoller iizerine olan etkisinde de

artmaya neden olur (Lerner et al. 1972).

Ortama Cu* iyonlarinin eklenmesi turp PFO’sunun aktivitesini arttirirken; patates

PFO’suna da etkisi olmamaktadir (Weaver et al. 1968; Ishigoro and Aoyaina 1970).

L-DOPA, PFO tarafindan katalizlenen adrenalinin oksidatif donglisiinii ve renkli ara
bilesiklerin olusumunu aktive eder. Tatli patates dokularinda substratlarin indiikledigi

aktivasyona da rastlanmistir (Schaller 1972).

1.6. PFO Enziminin inhibisyonu ve Enzimatik Kararmanin Onlenmesi

Enzimatik esmerlesmenin kontrolii, besin endiistrisinde olduk¢a 6nemli bir konu olup
arastirmacilar tarafindan da ilgi gormektedir (Lee and Park 2005). PFO katalizli
esmerlesme, enzim ve fenolik substratin ikisinin ya da enzim ve fenolik substrattan
birinin ortamdan uzaklastirilmasiyla Onlenebilir. Ayrica enzimatik esmerlesme,
enzimatik olarak olusturulan kinonik iriinlerin bloke edilmeleriyle ve enzimatik
olmayan reaksiyonlarin  sebep oldugu renkli  bilesiklerin  olusumlarinin

engellenmeleriyle dnlenebilir (FDA 1996).

PFO’nun bir¢ok inhibitorii bilinmektedir. Giinlimiizde esmerlesmeyi 6nlemek i¢in bu
inhibitorlerden bazilar1 kullanilmaktadir. Kullanilan inhibitorler, besinlerde enzimatik
esmerlesmeyi durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyen ve zehirli olmayan

maddeler olmalidir (Ferrar and Walker 1996).

Esmerlesme reaksiyonlariin inhibe ettigi bilinen bazi bilesikler siilfitler, askorbik asit
ve tiirevleri, okzalik asit, sitrik asit ve tiyol bilesikleri olarak siralanabilir (Altunkaya ve
Gokmen 2008). PFO aktivite tayininde inhibitér olarak askorbik asit olarak
kullanildiginda reaksiyon baslangicinda absorbanstaki degisim belli bir siire

izlenememektedir. Bu siire sonunda hemen hemen bitiin askorbik asit dehidroaskorbik
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asite donlismekte ve bu periyoda ulasildiktan sonra PFO tarafindan ftiretilen 0-kinon

miktar1 artmaktadir (Colak vd 2007).

Silfitler, PFO’nun inhibisyonunda ¢ok fazla kullanilan inhibitdér olmalarma ragmen
meyve ve sebzelerin taze olarak pazara sunulmasi, satilmasi durumunda kullanimina
izin verilmemektedir (FDA 1996). Enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesmeyi
Onleyen siilfitler, mikroorganizmalarin biiyiimelerini kontrol eder ayrica agartici ve
oksitlenmeyi onleyici madde olarak da rol oynar. Siilfit kullaniminin avantajlarinin
yaninda dezavantajlar1 da s6z konusudur. Besinlerde yikici 6zelligi, bitki ve meyvelerin
doku yumusamasma neden oldugu ve tatsizlik meydana getirdigi bilinmektedir

(Mcevily et al. 1991).

Bir inhibitor olarak iizerinde en ¢ok calisilan madde askorbik asittir. Ayrica sitrik asit,
sitrik-askorbik asit ve benzoik-sorbik asit karisgimlarinin uygulanmasi da minimum
diizeyde iglenmis patateslerde etkili sonuglar vermistir. Karides, elma ve patates i¢in 4-

hekzilrezorsinol iyi bir enzimatik esmerlesme inhibitoriidiir (Castaner et al. 1996).

PFO’nun bir diger etkili inhibitorii sisteindir. Sisteinin PFO’yu inhibisyonu, enzimin
difenolaz aktivitesi ile olusan o-kinonlarla sisteinin tiyol-konjugatlarini olusmasindan
iler1 geldigi disiiniilmektedir. Sistein, olusan o0-kinonlar1 onunla ilgili fenollere

indirgeyerek inhibisyonu saglamis olur (Marshall 2000).

Dogada yaygin olarak bulunan polifenoller bir¢ok cicegin renginden de sorumlu
olduklar1 i¢in bitki tanninleri olarak da bilinirler. Bunlarin bazilar1 kompleks
bilesiklerdir ve bitkilerin kok, kabuk ve yapraklarinda bulunurlar. Basit yapida
bulunanlari ise cogunlukla taze meyve, sebze ve cayda bulunurlar. Bazi potansiyel PFO
inhibitorleri; kuampferol, kuarsetin, kukarinon ve kusnol gibi bir¢ok bitkiden izole
edilen flavanoidlerdir (Kubo and Yokokawa 1992; Chen and Kubo 2002).
Flavanoidlerin inhibisyon o6zelligi, aktif bolgedeki bakirla selat olusturabilme

yeteneginden ileri gelmektedir.
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2-hidroksi-4-metoksi benzaldehid, sinnemaldehid, aris aldehid, 3,4-dihidroksi sinnamik
asit, kumik asit gibi ¢ok sayida aldehit ve tlirevlerinin, PFO i¢in inhibitdr madde
olabilecekleri belirlenmistir (Kubo and Kinst-Hori 1998; Lee 2002). Aldehit grubu,
stilfhidril, amino ve hidroksi gruplar1 gibi niikleofilik grup olmasi nedeniyle biyolojik
Ooneme sahiptir. Bu sebeple inhibisyon etkisinin, enzimin primer amino gruplariyla

schiff baz1 olugturmasindan ileri geldigi ileri stiriilmektedir (Lee 2002).

Ayrica, ¢esitli sentetik PFO inhibitorleri de rapor edilmistir. Bunlardan bazilar
antidepresif ilag olan kaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2-metilpropionil)-Z,-prolin] ve
antitiroid ilag olan metimazol (1-metil-2-merkaptoimidazol)’diir (Kahn and Andrawis
1985; Espin and Wichers 2001). Hidrojen peroksit, hidroksilamin, tioller ve aromatik
karboksilik asitler gibi birgok kimyasalin da inhibitdr olarak PFO aktivitesini inhibe
ettigi bilinmektedir (Kubo and Kinst-Hori 1998).

1.7. Calismanin Amaci ve Onemi

Gelisen teknolojiyle birlikte birgok alanda enzimlere duyulan ilgi de artmaktadir. Gida,
saglik, tekstil gibi alanlarda artan talebi karsilamak amaciyla daha hizli, az enerji
maliyetli, cevreye daha az zarar veren yontemler tercih edilmektedir. Klasik kimyasal
yontemlerin spesifik olmamasi, veriminin diisiik olmasi ve gevreye daha ¢ok zarar
vermesi gibi nedenlerden dolayr artik tercih edilmemektedir. Bu ylizden bu klasik
yontemlerin yerini artik enzim katalizli reaksiyonlar almaktadir. Canli sistemler
tarafindan metabolizma reaksiyonlarini hizlandiran biyolojik katalizér olan enzimler,
oldukea spesifik reaksiyonlar1 10%- 10%° kat daha hizl katalizleyerek spesifik iiriinler
olustururlar. Bu sekilde elde edilen iirtinler klasik yontemlere gore daha kisa silirede

sentezlenir.

Gilintimiizde istege gore iireticiler raf dmrii uzun ve goze hos gelen meyvelerin iiretimini
tercih etmektedirler. Bu 0Ozellikleri saglayan meyvelerin de iiretimi genelde gen
translasyonu ve hormon takviyesiyle gergeklestirebilmektedir. Bu tiir miidahaleler

meyvelerin saglik acisindan saglayacagi bazi faydali yanlarini azaltmaktadir. Halbuki
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meyveler saglik acisindan oldukg¢a 6nemli besinlerdir ve besinlerin saglikli bir sekilde
korunmasi ve raf dmriiniin uzatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yiyeceklerin sentetik
yoldan elde edilmis kimyasallarla ya da farkli yontemlerle korunmasi sonucu gidalarda
tat ve besin degeri kayb1 olugsmakta ve ¢esitli toksik maddeler meydana gelmektedir. Bu
tirden olusumlar da insan saghigmmi tehdit ettiginden bu konulara ¢evre ve saglik
orgiitleri tarafindan hassasiyet gosterilmekte ve pek ¢ok gelismis tlilkede enzimlerle elde
edilen yeni tiriinlerin ya da bilinen iiriinlerin yeniden modifiye edilmesi ¢alismalarina

hiz verilmektedir.

Dolayisiyla, PFO’lar veya benzeri reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler bu acidan son
yillarda oldukga ilgi toplamistir. Endiistriyel acilardan degerlendirildiginde sadece
birka¢ oksidorediiktaz, ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Ancak bu tiirden yeni
enzimlerin saflastirilip karakterize edilmesi ile bazi yeni {iriinlerin enzimatik sentezi
miimkiin olabilecektir. Bitkilerde bulunan bu tiir enzimler, potansiyel kaynaklar olarak

ortaya ¢ikmaktadirlar.

Erzurum yoresinde yetisen elma PFO’larmin varligi, bu tiirden calismalarin daha
kapsamli bir sekilde yapilip, endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilabilirlii agisindan
onem arz etmektedir. Bu kaynaklardan PFO’larin saflastirilmasi ile gesitli ve yeni bazi
polimerlerin veya diger kimyasal maddelerin sentezi islemlerinde kullanilabilirliklerinin

arastirilmasi hiz kazanacaktir.

Bu ¢alismada ekonomik 6neme sahip meyve olan elmanin PFO enzimi Sepharose 4B-L-
tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonu ile saflagtirilmasi planlanmistir. Elde edilen

saf PFO enzimlerinin kinetik ve elektroforetik 6zelliklerinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Bu amagla sunlar hedeflenmistir;
e Afinite jelinin sentezi,
e Erzurum yoresine ait olan Tortum elmasindan afinite jeli ile PFO’nun

saflastirilmasi,



21

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) elektroforezi ile PFO enziminin yaklasik molekiil
agirliklarinin tespit edilmesi,

e Calisilan her bir substrat i¢in optimum pH ve sicaklikligin belirlenmesi,

e Belirlenen optimum sartlarda enzimin substratlarina olan ilgisinin arastirilmasi ve
bu ilginin biyokimyasal ifadesi olan Ky Ve Vmax degerlerinin bulunmasi,

e Enzimin farkli inhibitorlere karsi ilgisinin arastirilmasi ve bu amagla inhibisyon

tirtinlin tespiti, 1Csg ve Ki degerlerinin bulunmasi.

Besinlerdeki enzimatik esmerlesme olaylarinin ortaya konmasi, hem beslenme hem de
saglik agisindan besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak ve ¢oziimler bulmak
acisindan oldukc¢a onemlidir. Buna gore, bu yorede yetisen ve tiiketilebilen bu elma
tiirii, tilketilmenin yaninda endiistriyel oneme de sahip olabilecektir. Bu kaynaklardan
saglanan 6ziitten PFO enziminin saflastirilmasi ve kapsamli karakterizasyonu ile bunun
sonucunda elde edilen PFO aktivitesinin inhibisyon verilerinin, benzer sekilde diger
endiistriyel PFO kaynaklarina adapte edilmesiyle, hem istenmeyen esmerlesmeden
kaynaklanan ekonomik kayiplar azaltilmis veya Onlenmis hem de besin degerini

kaybetmeksizin liriinlerin raf 6mrii uzatilmig olacaktir.

Yapilan bu caligmayla, yeni enzim kaynaklar1 denenerek endiistrinin ihtiya¢ duydugu
yeni ve potansiyel PFO’larin saflastirilmast ve elde edilen bu enzim i¢in optimum
calisma sartlarinin belirlenmesi, bu bilgiler dahilinde, cesitli alanlarda enzimin
kullanilmas1 amactyla, endiistriyel veya farmakolojik 6neme sahip yiiksek saflikta bazi
organik bilesiklerin sentezi ve bazi polimerizasyon reaksiyonlarinin gerceklestirilmesi,

gibi farkli uygulamalar i¢in kaynak teskil edecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Gregory ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada cay bitkisi PFO’su 5000 kat
saflastirilmistir ve saflastirmanin ara asamalarinda dort tane ¢oziinlir Ozellikte sari
fraksiyon bulunmustur. Bunlarin asidik fenolik oksidasyon iiriinlerine ek olarak temel
enzim proteinleri ve niikleik asitler olduklart ortaya konulmustur. Kompleks olusturucu
materyallerin ayrilmasindan sonra fraksiyonlar mavi ve birbirlerine benzer sekilde
meydana gelmistir. %0,32 bakir igerigi elde edilmistir. Pirogallol’iin spesifik aktivitesi
30°C’de, 373 EU/mg olarak belirlenmis en iyi substratin o-dihidrik fenol oldugu
belirlenmistir. Kuinol ve p-fenilendiamin yavas bir sekilde okside olmasina ragmen
monohidrik fenoller ve askorbik asit okside olmamistir. Cay fermantasyon mekanizmasi

ile sonuglar arasindaki iliski tartigtlmistir (Gregory et al. 1966).

Mahanta ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada islenmis ¢ay yapraklarinda, renk ve
aromadan sorumlu olan teaflavin maddesinin olusumuna neden olan polifenol oksidaz
ve peroksidaz enzimlerinin spesifik aktiviteleri ¢alisilmistir. Pigmentlerin teaflavin
gruplart  sivi  kromatografisiyle belirlenmistir. Bu iki enzimin aktiviteleri
spektrofotometrik yontemle Olc¢lilmiistiir. Enzimlerin en yiliksek aktivitelerinin cay
islenme asamalarindan kivirma islemi esnasinda goriilmiistiir. Islenmis siyah cayda
enzimatik esmerlesmeye neden olan mekanik zararlardan dolayi enzim aktivitesinde

diisiis ve daha sonra artig oldugu gozlemlenmistir (Mahanta et al. 1993).

Halder ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada ¢ay yapraklarindan polifenol oksidaz
enzimi ekstrakte edilmis sonra saflastirilip bazi 6zellikleri belirlenmistir. DEAE seliiloz
kolonu yardimiyla PFO’nun izoezimleri ayrilmis ve iki fraksiyon absorbe edilirken
digeri edilememistir. Absorbe edilmeyen fraksiyon jel filtrasyon, hidroksiapatit,
centricon-30, FPLC gibi farkli kromatografik yontemlerle saflastirilmistirilarak enzimin
optimum sartlar1 belirlenmistir. Enzimin optimum pH’siin alkali oldugu bulunmustur.
Yiiksek oranda saflastirilmis olan enzim, katekolii okside ederken, monofenolleri, p-
kinolleri okside edemediginden dolay:r katekol oksidaz olabilecegi diistintilmiistiir

(Halder et al. 1998).
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Casir bitkisiyle yapilan bir calismada Erzurum-ispir yoresinden temin edilen gasir
bitkisinin yaprak ve govdesinden polifenol oksidaz enzimi izole edilmis, bes ayri
substrat i¢in optimum sartlar belirlenmis ve Ky Ve Vmax degerleri tespit edilmistir. Casir
bitkisinden izole edilen PFO enziminin en etkili substratinin katekol oldugu
belirlenmistir. Inhibitér ¢alismalarinda askorbik asit, B-merkapto etanol, sodyum
metabisiilfit, sodyum dietilditiyokarbomat ve L-sistein kloriir kullanilmis, Lineweaver-
Burk grafikleri yardimiyla K; sabitleri ve inhibisyon tiirleri tespit edilmistir. Yaprak i¢in
en etkili inhibitériin L-sistein klorlir, govde i¢in sodyum metabisiilfit oldugu

belirlenmistir (Erat 1998).

Yapilan baska bir ¢alismada ayvadan ekstrakte edilen PFO enzimi amonyum siilfat
coktiirmesi ile kismen saflastirilmis ve katekol, pirogallol, L-DOPA, p-kresol, resorsinol
ve tirozin substratlartyla calisilmistir. Fakat en etkili substratin katekol oldugu
saptanmistir. Ky degerleri katekol i¢in 4,54 mM, pirogallol i¢in 7,35 mM ve L-DOPA
icin 1,78 mM olarak belirlenmistir. En iyi substrat olan katekol kullanilarak enzimin
optimum pH’s1 8,0 ve optimum sicakligi ise 40°C olarak bulunmustur. Caligilan
inhibitorler icerisinde askorbik asit, potasyum siyanid, L-sistein’in enzim aktivitesi

tizerine en etkili inhibitorler oldugu bulunmustur (Yagar ve Sagiroglu 2000).

Enginar bitkisinin yapragindan ve govdesinden yapilan g¢alismada, PFO enzimini
ekstrakte edilmis ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon ile saflagtirilmigtir. 50
mM katekol substrati kullanarak optimum sartlar belirlenmistir. Calismada 6 inhibitor
calisilmis, bitkinin yapragi ve govdesi igin en iyi inhibitériin sodyum azit ve tiyoiire

oldugu belirlenmistir (Ziyan ve Pekyardimci 2003).

Aydemir ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada yer elmasindan polifenol oksidaz
enzimi izole edilmistir. Enzim katekol ve L-DOPA’ya kars1 aktivite gosterirken, bir
monofenol olan L-tirozine karsi aktivite gostermemistir. Enzimin optimum pH degeri
7,0 ve sicaklik degeri ise 25°C olarak bulunmustur. Enzimin nétr pH civarinda kararh
oldugu gozlemlenmistir. Katekol substrati kullanilarak belirlenen Ky degeri 5,88 mM,

Vmax degeri ise 25,402 EU/mg.dk olarak bulunmustur. Inhibisyon ¢alismasinda ise
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potasyum siyanid, P-merkaptoetanol ve tiyolirenin en iyi inhibitérler oldugu
goriilmiistir (Aydemir vd 2003).

Arslan ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada duttan izole edilen PFO enzimi amonyum
stilfat ve afinite kromatografisi yardimu ile saflastirilmistir. Katekol, 4-metil katekol ve
pirogallol substratlariyla ¢alisilmistir. Bu ii¢ substrat i¢in yapilan ¢alismalarda optimum
pH ve sicaklik degerlerinin 4,5-8,0 ve 20-45°C arasinda degistigi saptanmistir (Arslan
vd 2004).

Yapilan baska bir ¢alismada, kereviz koklerinden 0,1 M fosfat tamponu kullanarak pH
7’de PFO enzimi izole edilmistir. Farkli substratlar kullanilarak Ky ve Vmax degerleri
belirlemistir. Ky degerleri 25°C’de sirasiyla, pirogallol i¢in 4,5, katekol igin 8,3 ve L-
DOPA i¢in 6,2 mM olarak saptanmistir. Optimum pH ve sicaklik calismalar1 bu
substratlar ile belirlenmistir. Pirogallol i¢in optimum pH 7,5, katekol ve L-DOPA igin
7,0 olarak belirlenmistir. Optimum sicakliklar sirasiyla 25°C, 40°C ve 45°C olarak
bulunmustur. Farkli inhibitorlerin etkisi incelenmis ve en etkili inhibitdriin L-sistein

oldugu bulunmustur (Yagar 2004).

Giilgin ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 1sirgan otundan PFO enzimi amonyum
siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve CM-Sephadex iyon degisim kromotografisi yardimiyla
saflagtirilmis ve optimum sartlar1 belirlenmistir. Enzimin alti farkli substrata karsi
aktivitesi belirlenmis ve en etkili substratin L-tirozin oldugu tespit edilmistir. Optimum
pH degeri 4,5, sicaklik degerleri ise 30°C olarak bulunmustur. Substrat olarak L-tirozin
kullanildiginda Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 7,90X1041 mM ve 11290 EU/ml olarak
belirlenmistir. Inhibitér ¢alismasinda L-sistein, klorid, sodyum azit, sodyum siyanit,
benzoik asit, salisilik asit, L-askorbik asit, glutatyon, tiyoiire, sodyum dietil,
ditiyokarbomat, B-merkaptoetanol ve sodyum metabisiilfit gibi cesitli inhibitorler

calisilmis ve ditiyokarbomat en etkili inhibitor olarak bulunmustur (Giilgin vd 2005).

Yapilan bagka bir ¢alismada Tiirkiye’de yetistirilen emir iiziimlerinden PFO enzimi

izole edilmis, optimum sartlar1 (pH, sicaklik) termal inaktivasyon, kinetik parametreler
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incelenmistir. Baz1 inhibitorlerin enzim tizerindeki etkileri ¢alisilmistir. Substrat olarak
katekol kullanildiginda, optimum pH 4,2 ve optimum sicaklik 25°C olarak
belirlenmistir. Ky degeri 25,142,72 mmol L™, Vimax degeri ise 0.925+0.04 ODgyodk™
bulunmustur. Inhibitér calismalarinda ise en etkili inhibitdrlerin sodyum metabisiilfit ve

askorbik asit oldugu bildirilmistir (Unal ve Sener 2006).

Yapilan baska bir calismada Ispir seker fasulyesinden izole edilen polifenol oksidaz
enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle kismi saflastirilmis ve enzimin bazi kimyasal
Ozellikleri incelenmistir. Enzimin 3 farkli substrat i¢cin optimum pH, optimum sicaklik
ve iyonik siddet, Ky ve Vpmax degerleri belirlenmistir. Katekol substrati kullanilarak
yapilan caligmada dort farkli inhibitor ile c¢alisilmis ve glutatyonun en etkili inhibitor

oldugu tespit edilmistir (Y1lmaz 2007).

Sabancilar ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, Denizli narindan PFO enzimi afinite
kromatografisi yontemi ile 67 kat saflagtirllmistir. PFO enziminin optimum pH ve
sicakligr sirastyla 7,5 ve 40°C olarak saptanmistir. Enzim i¢in Ky Ve Vinax degerleri ise

Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla belirlenmistir (Sabancilar vd 2007).

Yapilan bagka bir c¢alismada, anamur muzundan saflastirilan polifenol oksidaz
enziminin karakteristik 6zellikleri belirlenmistir. Optimum pH ve sicaklik degerleri
sirastyla 7,0 ve 30°C olarak belirlenmistir. Termal inaktivasyon sonuglarina gore,
enzimin yart Omiir degerleri 7,3-85,6 dakika arasinda saptanmistir. Enzimin Ea
degerinin 155 kj. mol™ ve Z degerinin ise 14,2°C oldugu tespit edilmistir. Enzimin Ky
degeri 8,5 mM, Vpmax degeri 0,754 ODyio dk L dir. Calisilan inhibitor ¢alismalarinda
askorbik asit ve sodyum metabisiilfit en etkili inhibitdrler oldugu belirlenmistir (Unal
2007).

Yapilan bagka bir ¢alismada, ¢agla bademinden izole edilen polifenol oksidaz enzimi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, jel filtrasyon kromotografisi yontemleri ile
saflagtirilmistir. PFO enziminin karakterizasyonunda amonyum stilfat ¢oktiirmesi ve

diyaliz iglemlerinden elde edilen numune kullanilmistir. Optimum pH ve sicaklik
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degerleri farkli substrat kullanilarak belirlenmistir. En iyi substrat olan 4-metil katekol
icin optimum pH degeri 6,5, optimum sicaklik degeri ise 35°C olarak tespit edilmistir.
Km Ve Vmax degerleri bulunmustur. Inhibitér calismalarinda ise en etkili olanlarin
sodyum azit, benzoik asit, sitrik asit, L-askorbik asit ve tiyoiire oldugu bulunmustur.
Metallerin enzim aktivitesi lizerine etkisi incelenmis; Fe™ Cu™, Mn**, Pb*? metalleri
enzim aktivitesini artirirken Zn*?, Mg*™, Ba™?, Ca*?, Co*™, Sn*%, K metalleri enzim

aktivitesini azalttig ileri stiriilmistiir (Giingor 2008).

Sakiroglu ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada dereotundan polifenol oksidaz enzimi
izole edilerek cesitli kinetik ozelliklerini incelenmistir. Katekol, klorogenik asit ve
dopamin substratlar1 i¢in Ky ve Vpmax degerleri belirlenmistir. Katekol substrati
kullanilarak yapilan inhibit6r ¢calismalarinda L-sistein kloriir, askorbik asit ve glutatyon
ile calisilmistir. Calisilan inhibitorlerden en etkili inhibisyon etkisinin L-sistein kloriir

oldugu belirlenmistir (Sakiroglu vd 2008).

Yapilan bagka bir ¢alismada, Cukurova bolgesinde yetistirilen domat ¢esidi zeytinden
ekstrakte edilen polifenol oksidaz enzimi kismen saflagtirmigtir. Enzimin optimum
sicaklik, optimum pH, kinetik parametreler, termal inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi
gibi biyokimyasal oOzellikleri tespit edilmistir. Substrat olarak 4-metil katekol
kullanilmis ve enzimin Ky ve Vmax degerlerinin 14,52 ve 1,73 Abs/dk oldugu
saptanmistir. Enzimin optimum pH’s1 4,5, optimum sicaklig1 30°C olarak bulunmustur.
Ea degeri 121 kjmolt (12=0,9496), Z degeri ise 18,55°C (1>=0,9532) olarak
belirlenmistir. Calisilan inhibitorlerden en etkili olanlarinin sistein ve sodyum disiilfit

oldugu tespit edilmistir (Tas 2009).

Yapilan bagka bir ¢alismada, Konya-Eregli yoresinden temin edilen beyaz kirazdan
izole edilen polifenol oksidaz enzimi kismen saflagtirilmistir. Enzimin optimum sartlar
belirlenmis. Saflastirma isleminden sonra iki farkli aktivite piki elde edilmis ve ilk
aktivite goriilen pik izoenzim A, digeri ise izoenzim B seklinde adlandirilmistir.
[zoenzim A %48,7 verimle 3,9 kat, izoenzim B ise %54,3 verimle 76,7 kat

saflagtirilmistir. izoenzim A icin optimum pH ve sicaklik degerler sirastyla 4,5 ve 20°C,
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izoenzim B igin ise 4,98 ve 30°C olarak saptanmistir. Inhibisyon calismasinda L-sistein
ve sodyum distilfit inhibitor olarak kullanilmigtir. Bu iki inhibitoriin her iki enzim igin
inbisyon etkilerinin farklilik gosterdigi ve B enzimini her iki inhibitoriin %100 inhibe

ettigi tespit edilmistir (Gokkaya 2009).

Yapilan bagka bir caligmada, iki farkli mantardan PFO enzimini izole edilmis ve
amonyum siilfat c¢oktlirmesi, diyaliz ve afinite kromatografisi yardimiyla
saflastirilmistir. Saflastirilan enzimler i¢in SDS-PAGE de tek bir bant elde edilmistir.
Mantar tiirleri i¢in sirasiyla enzimin molekiil agirligir 36 kDa ve 50 kDa civarinda
gozlenmistir. Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak, PFO
enziminin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir. Lactarius salmonicolor PFO
enziminin kullanilan bu substratlar i¢in optimum pH’lar1 6,0-7,5 arasinda, optimum
sicaklilart ise 0-25°C arasinda bulunmasina ragmen Agaricus bisporus PFO enzimi igin
optimum pH 7,5-8,0 ve sicaklik ise 20-30°C arasinda degistigi bulunmustur. LsPFO ve
AbPFO enzimlerinin optimum pH ve sicaklikta bu {i¢ substrat i¢cin Ky ve Vmax degerleri
Lineweaver-Burk yontemi ile bulunmus ve LsPFO enzimi i¢in en uygun substratin 4-

metil katekol, AbPFO enzimi i¢in ise pirogallol oldugu saptanmistir. Farkli inhibitorler

kullanilarak her iki enzim i¢in ¢alismalar yapilmistir (Dedeoglu 2009).

Yapilan bagka bir ¢aligmada, polifenol oksidaz enzimi yabani ve yenilebilir olan bir
mantardan  Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoikasit afinite jeli kullanilarak
saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Saf enzim eliiatinda PFO’in varlhigi, dogal ve
SDS-poliakrilamid jel elektroforezlerinde tek bir bant olarak bulunmustur. Optimum
sartlar katekol substrati kullanilarak belirlenmis ve enzimin optimum pH’s1t 7,0,
sicakligi 20°C olarak saptanmustir. Katekol substrati kullanilarak yapilan kinetik
caligmalar sonucunda, Ky Ve Ve degerleri sirasiyla 1 mM ve 25000 EU/mg protein
olarak belirlenmistir. inhibisyon ¢alismalarinda ise askorbik asit, sodyum metabisiilfit,

sodyum azid ve benzoik asitin enzimi inhibe ettigi gdzlenmistir (Oz 2010).

Yapilan bagka bir c¢aligmada Trabzon ili Yomra Elmasi meyvesinden hazirlanan

ekstraktta polifenol oksidazin (PFO) monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri ve gesitli
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biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Monofenolaz aktivitesi 3-(3,4-hidroksifenil)
propiyonik asit (MHPPA), L-tirozin monofenolik substratlar1 ve difenolaz aktivitesi de
katekol, 4-metil katekol ve L-DOPA substratlar1 varliginda belirlenmistir. Her bir
substrat i¢cin PFO’un en 1iyi ¢alisacagi pH ve sicaklik degerleri tespit edilmistir. Yapilan
kinetik caligmalar sonucunda Yomra elmasi PFO’sunun basit Michaelis-Menten
kinetigine uydugu ve difenolaz aktivitesinin en yliksek derecede katekol substratina ilgi
duydugu ve bu substrat ilgisinin sirasiyla 4-metil katekol ve L-DOPA’nin izledigi,
monofenolaz aktivitesi igin ise sirasiyla MHPPA, L-tirozin seklinde oldugu
belirlenmistir. Ayrica askorbik asit, sodyum azit, sodyum metabisiilfit ve benzoik asit
gibi genel PFO inhibitdrlerinin enzim aktivitesini 6nemli derecede inhibe ettigi tespit

edilmistir (Can 2010).

Dogan ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada, melisa bitkisinden polifenol oksidaz
enzimi amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ve diyaliz yontemleri ile kismi olarak
saflagtirnlmistir. Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak PFO
enziminin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir. Bu substratlar i¢in sirasiyla
optimum pH, 6,5, 4,0 ve 8,5°dir. Optimum sicaklik ise sirasiyla 40°C, 50°C ve
60°C°dir. Vmax/Km en iyi substratin pirogallol oldugu tespit edilmistir. Inhibitor
caligmalarinda ise etkili inhibitor glutatyon olarak bulunmustur (Dogan vd 2013).

Yapilan bagka bir ¢alismada, yeni bir kegiboynuzu meyve ¢esidinden polifenol oksidaz
ve peroksidaz enzimleri izole edilmis ve karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. PFO
enzimi i¢in optimum pH degeri 4,5; optimum sicaklik degeri ise 30°C olarak tespit
edilmistir. POD enzimi igin ise optimum pH degeri 5,0; optimum sicaklik degeri ise
35°C olarak bulunmustur. Katekol substrati kullanilarak yapilan kinetik calismalarda
Km degeri PFO enzimi igin 47,11 mmolL™, guaiakol substrati varliginda ise POD
enzimi i¢in Ky degeri 153,00 mmolL? olarak bulunmustur. Calisilan inhibitorlerden her
iki enzim igin 4-heksilresorsinol (4-HR), oksalik asit ve L-sistein giiglii inhibisyon etkisi

gosterdigi belirlenmistir (Zhang and Shao 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler ve temini

Calismada kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalari, indirgenmis glutatyon (GSH), sodyum bikarbonat ve
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), katekol, 4-metil katekol, sivi azot, Sepharose-4B,
p-amino benzoik asit Sigma Chemical Comp.’den Fluka’dan; triklor asetik asit, sodyum
hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris), amonyum siilfat, sodyum kloriir, sodyum
asetat, hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, sodyum azotiir, gliserin, potasyum fosfat,
potasyum bisfosfat, potasyum asetat, potasyum kloriir, askorbik asit, polietilenglikol
(PEG), etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat, izopropanol E.Merc AG’den;
akriamid, N,N’-metilen bisakrilamid, sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum persiilfat

ve B-merkapto etanol Pharmacia’dan temin edildi.

3.1.2. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Laboratuvar ¢alismalarinda asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Schott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa
Karistiric1 (Shaker)
Karistiric1 (Vorteks)
Hassas terazi
Otomatik pipet
Afinite kolonu

- Ismatec

. IKA KS 130 basic

- Fisons whirli-mixer

: Denver Instrument

: Eppendorf

: (1x10), Sigma (ABD)
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Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Niive

Kar makinesi :Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Ultraturaks : Heidolph SilientCrusher M

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari : Siemens

Derin dondurucu (-20°C’ ye kadar) : Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C’ ye kadar) : Sanyo Ultra Lo

3.1.3. Cahismada kullamilan ¢ozeltiler ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler asagida anlatildig: sekilde hazirlanmastir.

1. Ekstraksiyon Tamponu

0,05 M Fosfat Tamponu (pH: 7,3): 0,87 g Ko;HPOy, 0,5 g polietilen glikol (PEG), 0,198
g askorbik asit ve0,075 g EDTA 80 mL saf suda ¢oziildii. % 6 (w/v) olacak sekilde TX-
100 ilavesinden sonra 1 M HCI ile pH 7,3’ e ayarlandi. Son olarak ¢dzeltinin hacmi saf

suyla 100 mL’ ye tamamlanda.

2. Diyaliz Cozeltisi Tamponu

5 mM Fosfat Tamponu (pH: 6,3): 0,68 g KH,PO, alinarak 950 mL saf suda ¢oziildii.
Icerisine 100 pl gliserol eklendikten sonra 1 M HCI ile pH 6,3’e ayarlandi. Son olarak

¢ozeltinin hacmi saf suyla 1 L’ye tamamlandi.
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3. Enzim Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Tampon Cozeltisi:

0,05 M Asetat Tamponu (pH: 5,5): 0,41 gr NaCH3COO alinarak 80mL saf suda
¢ozildi. 1 M HCI ile pH 5,5’e ayarlandi. Son olarak ¢6zeltinin hacmi saf suyla 100

mL’ye tamamlandi.

Substrat Cozeltileri:

1)

2)

1)

2)

3)

100 mM Kkatekol Cozeltisi: 0,55 g katekol bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra
¢ozeltinin hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
100 mM 4-metil katekol Cozeltisi: 0,62 g 4-metil katekol bir miktar saf suda

¢oziildiikten sonra ¢ozeltinin hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

Afinite Jelinin Sentezinde Kullanilan Tamponlar

0,1 M Bikarbonat tamponu (pH:10,0): 8,401 gr NaHCO3 950 mL saf suda ¢oziildii.
1 M NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi. Son olarak ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye
tamamlandi.

0,2 M Bikarbonat tamponu (pH:8,8): 8,401 gr NaHCO3 450 mL saf suda ¢6ziildii. 1
M NaOH ile pH’s1 8,8’e getirildi. Son olarak ¢dzeltinin hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamlandi.

0,01 M Bikarbonat tamponu (pH:6,0): 1,42 gr Na;HPO,4 950 mL saf suda ¢6ziildi, 1
M NaOH ile pH’s1 6,0’a getirildi. Son olarak ¢dzeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.

Afinite Jelinin Dengelenmesinde ve Yikanmasinda Kullanilan Tampon Cozelti

0,05 M Fosfat tamponu (pH: 6): 7,098 g Na;HPO, alinarak 950 mL saf suda ¢oziildi. 1

M HCl ile pH’s1 6,0’a getirildi ve ¢dzeltinin hacmi saf su ile 1L’ye tamamlandi.
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6. Afinite Kolonundan PFO Enziminin Eliisyonu I¢in Kullanilan Cézelti

0,1 M Na;HPO4/1 M NaCl (pH:7) tamponu: 7,098 g Na,HPO, ve 29,25 g NaCIl’e

alinarak 80 mL saf suda ¢oziildii. 1 M HCl ile pH’s1 7’e getirildi ve son hacmi saf su ile

500 mL’ye tamamlandi.

7.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

SDS- PAGE Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

1 M Tris-HCI tamponu (pH:8,8): 12,114 g Tris alinarak 80 mL saf suda ¢oziildii.
pH’s1 8,8’e ayarlandiktan sonra ¢6zeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

1 M Tris-HCI tamponu (pH:6,8): 12,114 g Tris alinarak 80 mL saf suda ¢oziildii.
pH’s1 6,8’e ayarlandiktan sonra ¢ozeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

%30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g su karistirilarak ¢ozildii.

%10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak bir miktar
saf suda ¢oziildiikten sonra ¢ozeltinin hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti
kullanilacag1 zaman hazirland1 ve hemen kullanildi.

%10’luk SDS: 1 g SDS 9 g saf suda ¢oziilerek elde edilir.

Yirtitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,2 g glisin tartilarak 450 mL saf suda ¢oziildii
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH: 8,3’e ayarland1 ve toplam hacim 500 mL’ye
tamamlandi.

Numune tamponu: 0,65 mL 1 M Tris-HCI (pH:6,8), 3 ml, %10’luk SDS’den ve 1
mL %100’lik gliserin, 1 mL %0,1’lik bromtimol mavisi karistirilarak son hacim saf
su ile 10 mlI’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950

uL numune tamponunda 50 pL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

Giimiis boyamada kullamilan c¢ozeltiler

1)

Tespit ¢ozeltisi: 60 mL saf su, 30 ml %96’lik etanol, 10 mL asetik asit

karistirilmasiyla elde edildi.
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2) Rediiksiyon c¢ozeltisi: 4,8 g sodyum asetat, 80 mL saf su ve 45 mL etanol
karisiminin pH’s1 asetik asitle 6,0’a ayarlandi. 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 mL
glutaraldehit ilave edilerek son hacim saf suyla 150 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3) Boyama c¢ozeltisi: 100 mg AgNO3z 100 mL saf suda ¢6ziiliip itizerine 30 pL
formaldehit eklenmesiyle hazirlandu.

4) Yikama ¢ozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf suda ¢oziiliip tizerine 120
uL formaldehit eklenmesiyle hazirlandi.

5) Yikama ¢ozeltisi 2: 1 mL gliserin, 1,25 mL asetik asit (%5°lik 250 mL asetik asit

¢ozeltisi) saf suyla 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

8. Inhibisyon Cahsmasinda Kullanilan Stok Inhibitor Cézeltileri

Enzim inhinbisyonu ¢alismalarinda kullanilan ¢ézeltiler Cizelge 3.1°de gosterildigi

miktar ve konsantrasyonlarda hazirlandi. Seyreltme islemleri saf su ile yapildi.

Cizelge 3.1. Inhibisyon calismalarinda kullanilan inhibitér ¢dzeltilerinin hazirlanig:

Stok ¢ozelti Inhibitdriin Cozeltinin

Inhibitor Miktar (g) konsantrasyonu (mM) ¢ozlindiigl ortam hacmi (ml)

Ditiyoeritritol 0,154 100 Su 10
Sodyum azit 0,130 200 Su 10

Glutatyon 0,300 100 Su 10
Askorbik asit 0,180 100 Su 10

Tiyotire 0,152 200 Su 10
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9. Protein Tayini ( Bradford Yontemi) icin Kullamlan Cézelti

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi: 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL
%95°1ik etanolde ¢oziilerek icerisine %95°lik 100 mL fosforik asit ilave edildi.

Cozeltinin son hacmi su ile 1 L’ye tamamland.

3.2. Yontemler

3.2.1. Ham ekstraktin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan elmalar (Malus sylvestris) Erzurum ilinin Tortum il¢esindeki
bahcelerden toplandi. Gerek az miktarda numuneyle ¢alisilmasi yoniinden gerekse hiicre
parcalamadaki etkinligi nedeniyle sivi azotla ekstraksiyon yontemi kullanildi. Ham
ekstrakt hazirlamak i¢in 10 g meyve ilk once sivi azot yardimiyla pargalandi. Sonra 20
mL daha 6nce hazirlanan homojenat tamponu i¢inde ultraturakstan gecirildi. Homojenat
iki katl tiilbentten siiziildiikten sonra siiziinti 13500 rpm, +4°C’de 30 dakika
santrifiijjlendi ve cokelek kismi atildi. Elde edilen siipernatant ham ekstrakt olarak
kullanildi. Ekstrakt afinite kolonuna yiiklenmeden 6nce 100 pl gliserol ihtiva eden 5
mM fosfat tamponu (pH: 6,3) ile diyaliz edildi.

3.2.2. PFO Enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

Afinite kromatografisi PFO enziminin saflastirilmasinda kullanilan yaygin metotlardan
birisidir. Ayrica bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olan afinite kromatografisi
saflagtirilmak istenen molekiil veya biyolojik {initenin matriks adi1 verilen ¢oziinmeyen
bir kolon materyaline kovalent olarak immobilize edilmis bir liganda spesifik ve tersinir
baglandig1 bir tekniktir. Afinite kromatografisi ile zor, yorucu ve bazen de imkansiz
olan ayirma ve saflagtirma islemleri kisa zamanda gerceklestirilebilmekte ayrica yliksek

verimli saflastirma yapilabilmektedir.
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3.2.2.a. Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli, Arslan ve ¢aligma ekibinin sentezledikleri yonteme gore sentezlenmistir. Bu
yonteme gore afinite jeli, ¢oziinmeyen bir kolon maddesi olan Sepharose-4B matriksi
tizerinde hazirlandi (Arslan vd 2004). Sepharose-4B’nin serbest -OH gruplarinin
modifikasyonu i¢in genel olarak CNBr kullanildigindan bu ¢alismada da, Sepharose-4B
CNBr ile aktiflestirildikten sonra, matriksin uzant1 kolunu olusturmak {izere tirozinle
kovalent olarak modifiye edildi. p-aminobenzoik asit, PFO’nun spesifik bir inhibitorii
oldugu i¢in ligand olarak secilmistir. Bu baglamda, uzanti kolu olan tirozine,
diazolanmig p-aminobenzoik asitin baglanmasi gergeklestirildi. Bu sekilde elde edilen
jel, afinite kromatografisi ile elmadan PFO enziminin saflastiriimasinda kolon sabit fazi
olarak kullanildi.

3.2.2.b. Sepharose-4B’nin CNBr ile aktiflestirilmesi ve L-tirozinin baglanmasi

Bir beher igerisinde 10 mL Sepharose-4B saf suyla iyice yikandi ve ¢Okmesi igin
bekletildi. Ustte kalan sivi kisim dekante edildi. Sepharose-4B siispansyonuna esit
hacimde saf su ilave edildi. Ceker ocak icerisinde karistirilan bu siispansiyona, 4 g
CNBr kat1 olarak ilave edildi ve pH metre yardimiyla siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH
ile 11.0’e cikarildi. CNBr tamamen reaksiyona girene kadar (yaklasik 30 dakika) pH
11°de tutuldu ve reaksiyon tamamlandiginda pH’nin 11°de sabit kaldig1 goriildii. Kiiciik
buz pargalar siispansiyona katildi ve karisim bir buchner hunisine yerlestirilen mavi
banttan siiziildii. Mavi bant {izerinde kalan kistm, 250 mL 0.1 M pH’s1 10 olan soguk
bikarbonat tamponuyla yikanarak siiziildii ve bir beher igerisine alindi. 20 mL’sinde 10
mg L-tirozin igeren 0.1 M bikarbonat tamponu (pH:10) ilavesiyle yavasca karistirilan
bu siispansiyondan baglanma verimliligini belirlemek i¢in belirli siirelerde iist kisimdan
0.2 mL 6rnek alindi ve 1 M NaOH c¢ozeltisi ile hacmi 20 mL’ye tamamlanarak 294
nm’de absorbans degisimine bakildi. Bir silire sonra absorbansta énemli bir farklilik
gozlemlenmedigi goriilmiistiir. Boylece L-tirozinin, CNBr ile aktiflestirilmis olan
Sepharose-4B matriksine baglanmis oldugu tespit edildi. Bundan sonra siispansiyon, 16

saat 4°C’de bekletildi. Bu siire sonunda siispansiyon bir buchner hunisine yerlestirilen
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mavi bant lizerine alinarak, siiziintii kism1 280 nm’de absorbans degeri 0 olana kadar
bol saf su ile yikandi. Boylelikle reaksiyona girmeyen L-tirozin tamamen
uzaklastirllmis oldu. Mavi bant iizerinde kalan kat1 kisim, 100 mL 0.2 M bikarbonat
tamponuyla yikanarak ayni1 tamponun 40 mL’si igine alindi. Bdylece sentezlenen
sepharose-4B-L-tirozin ligandin baglanmasi igin hazir hale getirilmis oldu (Arslan vd
2004).

3.2.2.c. L-Tirozinle modifiye edilen sepharose-4B’ye p-aminobenzoik asitin

baglanmasi

Buz banyosunda 5 mL saf su igerisinde ¢oziilen 75 mg NaNO,, 10 mL 1 M soguk HCI
icerisinde ¢oziilen 25 mg p-aminobenzoik asit ¢ozeltisi lizerine damla damla ilave
edildi. Buz banyosunda 10 dakika bekletilen reaksiyon sonunda, diazolanmis halde
bulunan p-aminobenzoik asit, 40 mL sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave
edildi. 4 M NaOH ilavesiyle birlikte pH: 9,5’e ¢ikarilarak sabit tutuldu ve yaklasik 3
saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra buchner hunisine yerlestirilen mavi bant
tizerine alinarak, once 1 L saf su ile ve ardindan 0,01 M 200 mL pH’s1 6,0 olan fosfat

tamponuyla yikandi1 ve ayn1 tamponda muhafaza edildi (Arslan vd 2004).

Sepharose-4B’nin CNBr ile aktiflestirilmesi, L-tirozin ile modifiye edilmesi ve p-

aminobenzoik asitin baglanmasi ile ilgili reaksiyonlar Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Sepharose-4B’nin CNBEr ile aktiflestirilmesi, L-tirozin ile modifiye edilmesi
ve p- aminobenzoik asitin baglanmasi ile ilgili reaksiyon

3.2.2.d. Ekstrakt ¢ozeltisinin afinite kolonuna tatbiki ve enzim eliisyonu

Arslan ve caligma ekibinin sentezledikleri yonteme goére hazirlanan afinite jeli 1x10 cm
ebatinda afinite kolonuna paketlendi. 0,05 M fosfat tamponu (pH: 6.0) ile kolonun
dengelenmesi saglandi. Diyaliz edilen enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edildi ve yine 0,05
M fosfat tamponu (pH: 6.0) ile yikandi. Boylece polifenol oksidazin biiyiik kismi afinite
jeline tutunmus ve diger safsizliklar uzaklasmis oldu. Yikama tamponunda 2 ser mL
toplanan tiiplerde 280 nm’de protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra 0,05 M pH: 7.0 olan Na,HPO, /1 M NaCl
tamponu ile enzim eliisyonu yapildi ve eliiatlar 3’er mL halinde tiiplerde toplandi.

Eliiatlarda 280 nm’de kalitatif protein ve 420 nm’de aktivite tayini yapildi.
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3.2.3. Protein tayini

3.2.3.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip
fenilalanin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinin 280 nm’deki UV 1sinlarimi
absorblamalar1 esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Kromatografi islemleri sonunda
esit hacimde toplanan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Kuvartz

kiivetler kullanilarak spektrofotometrede absorbanslar1 280 nm’de kore karsi okundu.

3.2.3.b. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 Bradford (1976) metoduna gore belirlendi. Bradford yonteminde boya olarak
negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250 kullanilir. Kullanilan boya
cozeltisi fosforik asitle hazirlanir ve asidik ortamda pozitif yiiklenen protein ile negatif
yiiklii boya kompleks olusturur. Olusan kompleksin renk siddeti 595 nm’de 6l¢iiliir. Bu
yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti olduk¢a azdir (1-100 pg arasi). Reaksiyon
yiiksek oranda tekrarlanabilir, hizli cereyan eder ve iki dakikada tamamlanir. Tayin
islemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1g1ir albumin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL.
konuldu. Saf su ile biitiin tliplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlanarak ve 4,9 mL. Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteks yardimiyla karigtirildi. 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri
okundu. Kor olarak, 0,1 mL enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 4,9
mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullunildi. Elde edilen
sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Saflastirmanin her asamasinda ortamdaki protein miktarmi belirlemek
icin enzim numuneleri 3 ayn tlipe 100’er pL alinarak iizerlerine sirasiyla 4,9’ar mL
renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona

birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem sonunda 3 ayr
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Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi

(Bradford 1976).

3.2.4. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safligimin kontrolii

PFO enzimi saflastirildiktan sonra sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli

1970).

Elektroforez plakalar1 6nce saf su sonra alkolle iyice yikandi. Sabitlestirilen plakalar,
icerisinde sizdirmay1 Onleyen silinger ihtiva eden jel hazirlama aparatina konuldu.
Oncelikle ayirma jeli hazirlandi ve plakalarin arasina iist kisimda 5 cm kalincaya kadar
dolduruldu. Jelin donmas: beklendi ve bu esnada yigma jeli hazirlandi. Yigma jeli de
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmas: igin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyulari
belirlendi. Elektroforez tankinin alt ve tist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim
ornekleri yaklasik 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Ug dakika sicak su banyosunda inkiibe
edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot
yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve rnek ayirma jeline kadar gelip
y1gildi. Sonra gerilim 120 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt sinirina kadar
yiiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi
yardimiyla anlasildi. Yiiriitme igslemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki
jel dikkatlice ¢ikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Jel sabitlestirme ¢ozeltisinde
30 dakika bekletildikten sonra rediiksiyon ¢ozeltisine alindi. Bunun i¢in calkalayici
tizerinde ve 30 dakika boyunca bu ¢ozeltide bekletildi. Jel boyandiktan sonra ¢ikarilarak
yikama ¢ozeltisine konuldu. Jel daha sonra boyama islemi yapilmak {izere giimiis nitrat
cozeltisi igerisine konuldu. 20 dakika siiren bu islem sonrasinda jel ¢ikarilarak yikama 1
ve yikama 2 c¢ozeltilerine konuldu. Protein bantlarimin belirginlesmesine kadar

calkalayicida yikanan jel alinarak fotograf ¢ekimi yapildi (Sekil 4.3).
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3.2.5. PFO Enziminin aktivite tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. Aktivite
Olctimii i¢in 0,10 pL enzim ¢ozeltisi alinip daha 6nceden hazirlanmis olan 2,990 mL
tampon + substrat (0,1 M katekol veya 0,1 M 4-metil katekol) ¢ozeltisine ¢abuk bir
sekilde eklendikten sonra 420 nm’de kore karsi ii¢ dakikada absorbansda meydana
gelen degisme okundu. 1 Enzim Unitesi (U) reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakikada
meydana gelen 0,001°lik artis olarak tanimlandi. Aktivite birimi olarak “1 mL enzim
coOzeltisi basmna 1 dakikada absorbansta meydana gelen 0,001 birimlik degisme”

kullanildi.

Cizelge 3.2. PFO enziminin aktivite 6l¢iim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok Aktivite Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
Cozeltisi
Fosfat Tamponu 2400 pL 0,05 M 2370 uL 0,05 M
katekol / 600 puL 0,1 M 600 uL 0,1 M
4-metil katekol
Enzim Numunesi ~ |------- | = - 30ul | -

3.2.6. PFO enzimi ile ilgili kinetik ¢cahismalar

PFO enziminin kinetik 6zelliklerini incelemek i¢in iki farkli substrat icin, optimum pH
ve sicaklik belirlendi. Kullanilan her bir substrat i¢in Ky Ve Vmax degerleri tayin edildi.

Ayrica farkli inhibitorler i¢in, optimum sartlarda, ICsp ve K; degerleri bulundu.
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3.2.6.a. PFO enzimi aktivitesi iizerine pH’mn etKkisi

PFO enzimi aktivitesinin maksimum oldugu optimum pH’y1 belirlemek i¢in 0,05 M’lik
pH’s1 5,0 ve 5,5 olan asetat tamponu, pH’s1 6,0, 6,5, 7,0 olan 0,05 M olan fosfat
tamponu ve pH’s1 7.5, 8,0, 8,5 olan 0,05 M Tris-HCI1 tamponu hazirlandi. 100 mM
katekol ve 100 mM 4-metil katekol kullanilarak reaksiyon hizlart belirlendi. PFO
aktiviteleri hesaplanarak PFO enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum pH

degerleri tespit edildi (Cizelge 4.2; Sekil 4.4).

3.2.6.b. PFO aktivitesi iizerine iyonik siddetin etKkisi

PFO enzimi iizerine iyonik siddettin etkisini belirlemek i¢in 100 mM katekol ve 100
MM 4-metil katekol substratlar1 kullanildi. Katekol substrati i¢cin 0,01 M, 0,05 M, 0,1
M, 0,2 M, 0,4 M, 0,5 M, 0,6 M, 0,8 M, 1 M asetat tamponlariyla (pH: 5,5) 4-metil
katekol substrati i¢in 0,01 M, 0,05 M, 0,1 M, 0.2 M, 0,4 M, 0,5M, 0,6 M, 0,8 M, 1 M
asetat tamponlariyla (pH: 5) calisildi. PFO aktiviteleri hesaplanarak PFO enziminin
maksimum aktivite gosterdigi iyonik siddet degeri tespit edildi (Cizelge 4.3; Sekil 4.5).

3.2.6.c. PFO aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

PFO enziminin aktivitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla iki farkli
substrat kullanildi. 100 mM katekol substrat1 i¢in asetat tamponu (pH:5,5) ve 100 mM
4-metil katekol substrati i¢in asetat tamponu (pH:5) kullanilarak 0, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80°C’deki reaksiyon hizlar1 belirlendi. Elde edilen verilerden yararlanarak
aktiviteler hesaplandi ve optimum sicaklik degerleri tespit edildi (Cizelge 4.4; Sekil
4.6).
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3.2.6.d. Stabil pH’min belirlenmesi

PFO enziminin stabil oldugu pH’y1 belirlemek i¢in 0,05 M’lik pH’s1 5,0 ve 5,5 olan
asetat tamponu, pH’s1 6,0, 6,5, 7,0 olan 0,05 M olan fosfat tamponu ve pH’s1 7,5, 8,0,
8,5 olan 0,05 M Tris-HCI tamponu hazirlandi. Hazirlanan bu tampon ¢6zeltilerden 500
uL alinarak tizerine 500 pL enzim ¢ozeltisi ilave edilerek ependorf tiiplerine konuldu.
Ik okuma yapildiktan sonra +4°C’de korunarak her 12 saatte bir yapildi. Aktivite
dlgiimlerinde optimum pH ve iyonik siddete sahip tamponlar kullanildi. Inkiibasyon

sliresine karsilik aktivite degerleri grafikler halinde gosterildi. ( Cizelge 4.5; Sekil 4.7).

3.2.6.e. Katekol ve 4-metil katekol icin optimum sartlarda Ky, ve Vmax

degerlerinin belirlenmesi

Kw Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi i¢in optimum sartlarda 100 mM katekol ve 100
MM 4- metil katekol substratlarinin 9 farkli konsantrasyonda (1 mM, 2,5 mM, 5 mM,
7,5 mM, 10 mM, 12,5 mM, 15 mM, 17,5 mM ve 20 mM) enzim aktiviteleri dl¢iildii.
Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi. Her bir substrat
icin 1/V ve 1/[S] degerleri bulundu ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Ky Ve Vmax

degerleri grafik denklemlerinden yararlanilarak hesaplandi (Cizelge 4.6).

3.2.6.f. Farkh inhibitorler i¢in 1Csy degerlerinin belirlenmesi

Farkli inhibitorlerin [ L-askorbik asit (CgHgOg), Ditiyoeritritol (C4H100,S,), Tiyoiire
(CH4N,S), Glutatyon (y-glutamil-L-sisteinil-glisin), Sodyum Azit (NaN3) ] ICs
degerlerini belirlemek igin, optimum sartlarda katekol substratinin 100 mM sabit
konsantrasyonunda ¢alisildi. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktivitesi belirlendi. Bu
deger %100 aktivite olarak kullanildi. Degisik inhibitér konsantrasyonlarina karsilik
gelen absorbanslar 420 nm’de kore kars1t okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden
% aktiviteleri hesaplandi ve grafikleri ¢izildi. Grafiklerden yararlanarak her bir inhibitor
icin ICso degerleri hesaplandi (Cizelge 4.7).
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3.2.6.g. Inhibitérler i¢cin K; degerlerinin belirlenmesi

Farkli inhibitorlerin [ L-askorbik asit (CgHgOg), Ditiyoeritritol (C4H100,S;), Tiyoiire
(CH4N,S), Glutatyon (y-glutamil-L-sisteinil-glisin), Sodyum Azit (NaN3) ] K;
degerlerinin belirlemek i¢in 6nce inhibitorsiiz ortamda ve optimum sartlarda bes farkli
substrat konsantrasyonu kullanarak aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitdr i¢in
3 degisik sabit inhibitdr konsantrasyonunda ve optimum sartlarda aktiviteler 100 mM
katekol substrat1 kullanilarak tespit edildi. 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K; degerleri tespit
edildi. Kj degerleri yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde egime esit olan
Km/Vmax(1 + [IJ/Kj) formiiliinden, yar1 yarigmali inhibisyon i¢in egrinin 1/V eksenini
kestigi noktayr veren 1/Vmax(1 + [IJ/Ki ) formiiliinden yarismasiz inhibisyon i¢in
Lineweaver- Burk egrisinde egime esit olan Ku/Vmax(1+[l]/K;) formiiliinden

yararlanarak hesaplandi (Cizelge 4.8).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada esmerlesme reaksiyonlarinda rol oynayan PFO enziminin Erzurum ili

Tortum elmasindan (Malus sylvestris.) saflastirilmasi ve karakterizasyonu ¢alisildi.

Enzim afinite kromatografisi ile saflastirildi. Enzimin stabil pH, optimum pH, iyonik

siddet, optimum sicaklik, iki farkli substrat i¢i Ky ve Vyax degerleri ve cesitli

inhibitorler i¢in ICsp ve K degerleri tespit edildi.

4.1. Kantitatif Protein Tayini

Saflastirma islemleri sirasinda biitiin basamaklar igin kantitatif protein tayini Bradford

yontemiyle yapildi. Bu amagla boliim 3.2.3.b’de anlatildig1 gibi once standart grafik

cizildi. Homojenat ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim g¢ozeltilerindeki

protein tayini Bradford yontemiyle yapildi. Standart grafikten faydalanilarak protein
miktarlar1 hesaplandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Proteinlerin kantitatif tayini i¢in (Bradford metodu) kullanilan standart grafik
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4.2. Tortum Elmasindan PFO Enziminin Saflastirillmasi Ile Tlgili Sonuglar

Bolim 3.2.2.a’da belirtildigi sekilde hazirlanan afinite kolonu 6nce 0,05 M Fosfat
tamponu (pH: 6) ile dengelendi. Diyaliz isleminden sonra elde edilen enzim ¢dzeltisi
kolona tatbik edildi. Enzim numunesi kolondan gecirildikten sonra kolon yine ayni
tampon ¢ozelti ile yikandi. Yikama cozeltileri 2°ser mL halinde tiliplere toplandi ve

yikama islemine 280 nm’deki absorbans degeri sifir oluncaya kadar devam edildi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon islemine gecildi. Eliisyon 0,05 M
Na;HPO, / 1 M NaCl tamponu (pH: 7) ile yapildi. Eliatlar 2’ser mL halinde tiiplere
alindi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans degeri sifir oluncaya kadar devam
edildi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein
tayini ve 420 nm’de aktivite tayini yapildi. Elde edilen aktivite ve absorbans degerleri

tiip numarasina kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Eliie edilen PFO enziminin tlip sayisina gére absorbans-aktivite grafigi
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Homojenat ve afinite kromatografisi sonrasi elde edilen saf enzim i¢in aktivite, protein,
toplam aktivite, toplam protein, spesifik aktivite, yiizde verim ve saflagtirma katsayisi

gibi bazi1 degerler asagida verilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Tortum elmasi PFO enzimi i¢in saflastirma tablosu

Toplam Toplam Toplam Spesifik
Numune . Aktivite L Protein . Aktivite . | Saflagtirma
- Hacim - Aktivite Protein . %Verim
Tiirii (EU/mL) - (mg/mL) (EU/mg Katsayis1
(mL) (ED) me) | o)
HomoJSRgt 20 9400 | 188000 | 03664 | 7328 | 25655 | 100 1,00
Afinite | g 3266 26128 | 0,0046 37 706926 | 13,89 27,55
Kromatografisi

4.3. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

Tortum elmasindan PFO enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan sonra
elde edilen eliiatlardaki PFO enziminin safligimi kontrol etmek i¢in SDS-PAGE
elektroforez yontemi kullanildi. Bu amacgla boliim 3.2.4°te izah edilen elektroforez
sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiriitiildi. Elde

edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Afinite kromatografisi ile saflagtirilan PFO enziminin SDS-PAGE fotografi
(A: Standart proteinleri 1, 2, 3, 4 ise saflastirilan PFO enzimi numunelerini ifade etmektedir.)

4.4. PFO Enzimiyle Ilgili Yapilan Karekterizasyon Calismalari Sonuclari

4.4.1. Optimum pH degerlerinin belirlenmesine ait bulgular

PFO enzimi aktivitesinin maksimum oldugu optimum pH’yr belirlemek i¢in bolim
3.2.6.a.’da anlatildig1 gibi degisen pH’larda tampon ¢ozeltiler ve 100 mM katekol ve
100 mM 4-metil katekol kullanilarak reaksiyon hizlar1 spektrofotometrik yontemle
belirlendi. Fenolik 6zellige sahip olan substratlarin, ortamin pH’sma bagli olarak
enzimin aktif bolgesine karsi davranisi ve enzim-substrat etkilesimi farklilik
gdstermistir. Iki farkli substrat icin degisen pH’ya kars: aktivite degerleri Cizelge 4.2°de
ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. PFO enzimi katekol substratiyla en yiiksek aktiviteyi pH
5,5’te gosterirken, 4-metil katekol substratiyla pH 5.0’te gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Iki farkli substrat icin farkli pH’larda elde edilen aktivite degerleri
(Aktivite degerleri birim EU/mLdak’dir.)

pH
4,0 45 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7.5 8,0 8,5 9,0

Substrat
4764 | 6672 | 8800 | 7332 | 4664 | 3664 | 2400 | 1900 | 833 | 1664 | 1464

katekol
4-metil 4400 | 5764 | 8000 | 9600 | 6400 | 5332 | 4664 | 4400 | 1300 | 3200 | 3200

katekol

12000
——4 MK
10000

—e—Katekol
8000
6000

t
4000

Aktivite (EU/mLdak)

2000

4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7.5 8 8.5 9
pH

Sekil 4.4. Katekol ve 4-metil katekol substratlar1 varliginda pH-PFO aktivitesi iligkisi

4.4.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesine ait bulgular

PFO enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla
boliim 3.2.6.b’de belirtildigi gibi 4-metil kKatekol i¢in pH: 5’te; katekol i¢in pH: 5,5’te
asetat tamponlariyla degisik konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlandi ve enzimin

gosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildi. Her bir substrat igin en
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yiiksek aktivitenin 0,05 M asetat tamponunda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3),
Sekil 4.5).

Cizelge 4.3. PFO enziminin iki farkli substrati i¢in farkli konsantrasyonlarda elde edilen
aktivite degerleri

Asetat Tamponu Katekol 4-metil katekol
Konsantrasyonu ) )
(M) Aktivite (EU/mLdak) Aktivite (EU/mLdak)
0,01 5877 4200
0,05 6533 6500
0,1 5855 5200
0,2 5088 5066
0,4 4710 5000
0,5 4366 4933
0,6 4055 4866
0,8 3288 4800
1 2700 2799
7000 AMEK

6000 = Katekol

5000

4000

3000

2000

1000

0
1M

oor1™Mo05™M O01M 02M 04M 0O5M 06M 08M
CH,COOH [M]

Aktivite (EU/mLdak

Sekil 4.5. PFO enziminin iki farkli substrati igin ( katekol ve 4-metil katekol) aktivite-
derisim grafigi
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4.4.3. Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

PFO enziminin aktitivitesine sicakligin etkisini belirlemek i¢in bdliim 3.2.6.c’de
belirtildigi gibi 0- 80°C araliginda PFO aktivitesi 06l¢iildii. Maksimum aktivitenin
Olclldiigii optimum sicaklik degerleri belirlendi. Katekol ve 4-metil katekol igin
maksimum aktivite 10°C civarinda iken; 40°C ve Uzeri sicakliklarda enzim aktivitesinin
giderek azaldigi 70°C’de ise enzim aktivitesini biiyilk oranda kaybettigi belirlendi
(Cizelge 4.4), (Sekil 4.6).

Cizelge 4.4. PFO enzimi aktivitesinin optimum oldugu sicakligin belirlenmesi i¢in
yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicaklik Katekol 4-metil katekol
o Aktivite (EU/mL) Aktivite (EU/mL)
0 5352 4080
10 9400 6622
20 8620 6165
30 8000 5040
40 7152 4245
50 6752 3832
60 4352 2364
70 2664 1698
80 1908 864




o1

10000
9000 —— Katekol
8000 ——4-MK
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Aktivite (EU/mLdak)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
°C

Sekil 4.6. Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzimi i¢in aktivite-sicaklik grafigi

4.4.4. Stabil pH’nin belirlenmesine ait bulgular

PFO enziminin stabil oldugu pH’y1 belirlemek i¢in 0,05 M’lik degisik pH degerlerinde
tampon ¢ozeltileri boliim 3.2.6.d’de belirtildigi gibi hazirlandi. 1/1 oraninda saf enzim
ile tampon karistirilarak muhafaza edilen PFO enzimi i¢in 12 saatte bir aktivite dl¢limii
yapildi. PFO enziminin stabil pH degerin pH: 5,5 asetat tamponunda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.5), (Sekil 4.8).
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Cizelge 4.5. PFO enziminin stabil pH’ nin belirlenmesine ait aktivite 6l¢iim sonuglari

Sekil 4.7. Tortum elmasindan saflagtirllan PFO enziminin stabil pH belirlemek icin

yapilan aktivite-zaman grafigi

Zaman (saat)

Zaman
Tampon 0 12 24 36 48 60 72
Cozeltiler (saat)
(0,05M) pH Aktivite (EU/mLdak)
_ 2 5,0 3133 3133 3033 3033 3000 3000 2900
g8
3 €
< s 5,5 3266 3266 3266 3260 3250 3225 3200
6,0 4132 4066 3666 3466 3500 3500 3066
< o 6.5 3900 3832 3132 3066 3000 3000 2832
o £
L «©
= 7.0
: 3232 2966 2666 2600 2560 2500 2400
75 3900 3666 3464 3500 3360 3066 3000
5 2
I(;) o 8,0 3532 3100 2850 2800 2666 2600 2600
2 E
o
85 3000 2600 2320 2260 2200 2200 2000
4300 ——pH=5 —®—pH=5.5 —A—pH=6 —8—pH=6.5
—&—pH=7 —e—pH=75 —e—pH=8 —W—pH=85
3800
iy
™~
o]
ﬁ 3300
)
=
£ 2800
2z
2300
1800
0 12 24 36 48 60 72 84
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4.5. PFO Enziminin Farkh Substratlar1 i¢in Optimum Sartlarda Ky ve Vmax

Degerlerinin Bulunmasina Ait Bulgular

Kwu Ve Viax degerlerinin tespiti i¢in boliim 3.2.6.e’de belirtildigi gibi optimum sartlarda
katekol ve 4- metil katekol substratlarinin degisen konsantrasyonlariyla enzim aktivitesi
Olciildii. Her olgiim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 420

nm’de Olglilen aktivite degerleri reaksiyon hizi1 U (uM/dak) olarak hesaplandi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi Ky ve Vmax
degerleri grafik denklemleri yardimiyla bulundu (Cizelge 4.6); (Sekil 4.8-4.11).

18
16
14
212 y =4,574ln(x) + 2,1995
= 0 R>=0,9672
=
= 8
» 6
4
2
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Katekol [mM]

Sekil 4.8. Katekol substrat1 varliginda PFO’nun V-[S] grafigi
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0.18
0.16 L 4
- 0.14
E—é 0,12
E 0.1 y=0.2961x +0,0488
E_ R2=0.9656
> 0,08
— 0,06
0,
0,02
-0.3 -0.2 -0.1 0 0,1 0,2 0,3 0.4 0.5

1/[Katekol] mM

Sekil 4.9. Katekol substrat1 varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Katekol substrati varliginda PFO enziminin ¢izilen Lineaweaver-Burk grafigi ile elde
edilen dogrunun denkleminden yararlanilarak hesaplanan Vmax Ve Ky degerleri sirasiyla

20,83 umol/L dak ve 6,17 mM olarak belirlendi (Cizelge 4.6).

35
30 5 .
25 *
E 20 y = 6.477In(x) + 7.0667
S R2=0.9738
-~
215
>
10
5 L 2
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

4-metil katekol [mM]

Sekil 4.10. 4-metil katekol substrat1 varliginda PFO’nun V-[S] grafigi
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0,18
0,16
0,14

0,12

y=0,1292x+0,0314
R*= 10,9985

0,1
0,08

1/V (umol/dak)?!

0,06
0,04

-0,3 -0.1 0,1 0.3 0,5 0,7 0.9 1.1
1/4-metil katekol [mM)]

Sekil 4.11. 4-metil katekol substrati varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk
grafigi

4-metil katekol substrat1 varliginda PFO enziminin ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi ile

elde edilen dogrunun denkleminden yararlanilarak hesaplanan Vpmax ve Ky degerleri

sirastyla 32,26 umol/L dak ve 4,16 mM olarak belirlendi (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. PFO difenolaz aktivitesiyle ilgili enzim kinetigi degerleri

Substrat V max (Lmol/L.dak) Ky (MM) Vinax ! K (dak™)
4-metil katekol 32,26 4,16 7,75
katekol 20,83 6,17 3,38

4.6. PFO’nun Inhibisyon Kinetigi Verileri

Cesitli kaynaklardan izole edilen PFO’larin en onemli 6zelliklerinden birisi de gesitli
inhibitorlere kars1 gosterdigi davranislardir. Bu amagla askorbik asit, sodyum azid,
tiyotire, GSH ve DTT nin enzim aktivitesine kars1 gosterdikleri inhibisyonlar1 incelendi.

Inhibisyon denemelerinden elde edilen sonuglar elmadaki PFO aktivitesinin diger
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PFO’dan elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu ve denenen inhibitdrlere oldukca duyarl

oldugu belirlendi.

4.6.1. PFO enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren bilesikler i¢cin 1Csy degerlerinin

belirlenmesine ait bulgular

Tortum elmasindan afinite kromatografisiyle saflastirllan PFO enziminin aktivitesi
lizerine bazi kimyasal bilesiklerin inhibisyon etkileri incelendi. Enzimin aktivitesini
inhibe eden askorbik asit, sodyum azit, tiyoiire, GSH ve DTT bilesikleri ile sabit
substrat konsantrasyonunda (100 mM) bes farkli inhibitor konsantrasyonu kullanilarak

ICso degeri boliim 3.2.6.£de belirtildigi gibi belirlendi (Sekil 4.12- 4.16).

y= 1006'0=143X
¢ R2=0,9607

% Aktivite

0 2 4 6 8 10 12

&

Askorbik Asit Konsantrasyonu (Mx10)

Sekil 4.12. PFO enziminin aktivitesi tizerinde askorbik asitin farkli inhibit6r
konsantrasyonlarinda elde edilen % Aktivite - [Askorbik Asit] grafigi
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120
100
y = 100e-0.11x
20 R*=0,999

% Aktivite
[=))
(=]

0 2 1 6 8 10 12 14
Tiyotire Konsantrasyonu (Mx10-)

Sekil 4.13. PFO enzimi aktivitesi iizerine tiyoiire nin farkli inhibitér konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[ Tiyotire] grafigi

100 y = 100e0.03x
R*=0.950

60

% Aktivite

0 10 20 30 40 50 60 70
GSH Konsantrasyonu (Mx10-4)

Sekil 4.14. PFO enzimi aktivitesi {izerine GSH’nin farkli inhibitér konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[GSH] grafigi
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120
y= 1006-[]:40?){
100 R2=0,9277
80

% Aktivite
(=)
[aw]

0 1 2 3 4 5
DTT Konsatrasyonu (Mx10-)

Sekil 4.15. PFO enzimi aktivitesi lizerine DTT nin farkli inhibitér konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[DTT] grafigi

100 4 y =100e0-13x
R2=0.9066

80

% Aktivite
(=)
(=]

40

0 2 4 6 8 10 12 14
Sodyum Azit konsantrasyonu (Mx10-)

Sekil 4.16. PFO enzimi aktivitesine sodyum azitin farkli inhibitor konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Sodyum azit] grafigi
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Cizelge 4.7. PFO enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren kimyasal
bilesiklerin IC50 degerleri

Inhibitor ICs0 (MM)
Tiyo iire 0,632
Askorbik asit 0,494
Sodyum azit 0,052
GSH 0,023
DTT 0,017

4.6.2. PFO enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren kimyasal bilesiklerin K;

sabitlerinin belirlenmesine ait bulgular

Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok c¢ozeltileri
kullanilarak 6n ¢alismayla belirlendi. Yine ayn1 sekilde her bir substrat konsantrasyonu
icin en uygun li¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu inhibitdr stok c¢ozeltileri

kullanilarak 6n ¢aligmayla tespit edildi.

Tortum elmast meyvesinden saflagtirllan PFO enzimi i¢in K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan kimyasallar i¢in ¢ézelti miktarlart ve bunlara karsilik gelen
¢ozelti konsantrasyonlar1 belirlendi. Daha sonra saflastirilan PFO enzimi i¢in {i¢ farkli
sabit inhibitdr konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri belirlendi. Lineweaver-Burk
grafigi ¢izilerek K; degeri ve inhibisyon tipleri tayin edilerek Sekil 4.17-4.21 araliginda
belirtilmistir (Lineweaver and Burk 1934). PFO enzimi i¢in inhibitor olarak kullanilan
tim maddeler ic¢in inhibisyon tipleri (yarismali inhibitér, yar1 yarigmali inhibitor,

yarigmasiz inhibitdr) asagidaki formiillere gore hesaplandi.
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Yarismasiz ve Yari Yarismal icin

Yarismal icin:

Vs (1
I":r'lltl;: - mTIJ K.!'ij = K1 +ﬁ)
1+ e i
1
40
¢ Kontrol ¥ =52.95% +4.473
A (0,033 mM 35
— — : + )
0,066 mM £ 3 ¥ =39.646x +4.2668
-
®0,1 mM = 25
ol y=28.623% +4,3346
=
= 20
é 15 ¥ =15,473x +4,2747
10
/%?

0,2

0,4 0,6 0,8

1/[4-metil katekol] mM!

Sekil 4.17. Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzimi aktivitesi tizerine L-askorbik

asitin etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi

30 y=159911x +12,328
® Kontrol
45
40,083 mM
40
A 0,333 mM g‘ 3
S =39.195% +7.
m0,5mM z 30 ¥ =239.195x +7.9364
5
F--l 25
E 20 y=24.232x +5,0701
—
15
y=18.469x +3.8569
-0,3 -0_‘ 1 01 1 013 015

0,7

1/[4-metil katekol] mM-*

Sekil 4.18. Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzimi aktivitesi lizerine tiyoiirenin

etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi
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e Kontrol
40 y=56,279x +4.702

40,013 mM

40,033 mM ¥y =39.105x +4.7608

00,053 mM

{7-1ml (10%)
[¥%]
(=]

1/VEU
3

y=28,737x +4.7376

y =22.683x +4.6939

-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8
1/[4-metil Katekol] mM!

Sekil 4.19. Tortum elmasindan saflagtirilan PFO enzimi aktivitesi iizerine GSH’nin
etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi

30

@ Kontrol
m(,083 mM 25 ¥ =31.741x +4.,7577
¢ 0-1omM % 20 y=23.766x +4,7777
A0.25 mM E

0 ¥ =17.447x + 4.6946

et 15

=

é 10 y=13.62x +4.,8137

-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8
1/[4-metil katekol] mM-!

Sekil 4.20. Tortum elmasindan saflagtirilan PFO enzimi aktivitesi lizerine DTT’nin
etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi
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A XKontrol 45
0,04 mM 40 y=72.557x +4.2885
0,08 mM 35
¢0.13 mM 30 y=150,961x +4.2971

1/V EU1ml (104)
(3]
h

y=32.8x +4,1599

y=19.195x +4.0981

-0.4 -0,2 0 0.2 0.4 0,6 0.8
1/[4-metil katekol] mM!

Sekil 4.21. Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzimi aktivitesi {izerine sodyum azitin
etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.8. Tortum elmasindan saflastirtlan PFO enzimi {izerine inhibisyon etkisi
arastirilan kimyasal bilesiklerin Ki degerleri ve inhibisyon tipleri

inhibitér Cinsi Ortalama K; Degerleri inhibisyon Tipi
(mM)
Tiyoiire 0,268+0,044 Yarigsmasiz
Askorbik asit 0,042+0,002 Yarismal
Sodyum azit 0,054+0,005 Yarismali
GSH 0,045+0,008 Yarigmali
DDT 0,221+0,041 Yarigmali
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5. TARTISMA ve SONUC

Meyve ve sebzelerde toplanma, depolanma ve fiziksel islemler sonucunda meydana
gelen kararma reaksiyonlarindan sorumlu olan PFO enzimi, 30 yila askin zamandir
birgok arastirmaci tarafindan calisilmaktadir (Seo at al. 2003). Meyve suyu iiretim
sektoriinde Ozellikle elma gibi meyvelerde, iiretim asamalarinda uygulanan fiziksel
islemler sonucunda meydana gelen kararma reaksiyonlari, meyve suyunun rengini,
kokusunu etkilemekte ve besinsel degerini azaltmaktadir. Bu tiir reaksiyonlarin kontrol
edilebilmesi ancak PFO enziminin meyve suyu ekstraklarindaki davraniglarinin

belirlenmesiyle miimkiin olabilecektir.

Yapilan bu calismada Tortum elmasindan hazirlanan homojenattan PFO enzimi
Sepharose 4B-L tirozin- p amino benzoik asit afinite kolonu kullanilarak tek basamakta
saflastirildi ve enzimin varligi elektroforetik olarak belirlenmistir. Ayrica enzimin

kinetik ve baz1 biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Bu calismada Arslan vd (2004) jel sentezleme yontemi kullanilarak, Sepharose-4B-L-
tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli sentezlenmistir. Tampon ekstraksiyon metodu
kullanilarak elde edilen homojenat sentezlenen afinite kolonuna tatbik edildi ve bu
sayede Tortum elmasindan PFO enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi
gerceklestirildi. Homojenattaki enzimin spesifik aktivitesi 25655 EU/mg protein iken,
afinite kromatografisi sonucu saflastirilan PFO’nun spesifik aktivitesi 706926 EU/mg
protein olarak elde edilmistir. Bu sonuclara gore, enzim 27,55 kat, %13,89 verimle

saflastirilmistir (Cizelge 4.1).

Daha Once ayni afinite jeli sentezlenerek yapilan afinite kromatografisi ile PFO
enziminin Lactarius piperatus tiirii mantardan 13,9 kat (Oz 2010), Agaricus bisporus
tiri mantardan 1,93 kat, %39 verimle (Dedeoglu 2009), dut meyvesinden 74 kat
(Arslan vd 2004), Boletus erythropus tiirii mantardan ise 28,5 kat (Ozel vd 2010)

saflagtirilmistir.
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Afinite kromatografisinden farkli olarak iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi de
PFO enziminin ¢esitli kaynaklardan saflastirilmasinda kullanilan ¢ok yaygin
tekniklerdendir. Taze fasulyenin yesil kabugundan iki PFO izoenzimi, Sephadex G-100
kolonu ile 17 kat ve 9,4 kat (Guo et al. 2009), ayn1 fasulyenin tanelerinden yine iki PFO
izoenzimi, DEAE-seliiloz kolonu ile 6,6 kat ve 3,8 kat (Guo et al. 2009), ¢ay bitkisinden
DEAE-seliiloz kolonu ile 3,32 kat, %5,11 verimle (Yabaci 2008), casir bitkisinin yaprak
ve govdesinden iyon degisim kromatografisi ile 2.7 kat ve 2,2 kat, %148 ve %129
verimle saflastirilmistir (Erat 1998).

Afinite kromatografisi ile yapilan saflastirma isleminden sonra, elde edilen enzim
numunesi elektroforetik olarak analiz edilmistir. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
PFO enziminin safligin1 kontrol etmek icin yapilmis ve tek bant elde edilmistir. Elde
edilen bantlar yaklasik 60 kDa’ya tekabiil etmektedir (Sekil 4.3).

Polifenol oksidaz enzimi igin yapilan karekterizasyon ¢alismalarinda enzimin optimum
pH’s1 katekol ve 4-metil katekol substratlart kullanilarak belirlenmistir. Optimum pH
degerleri katekol substrat1 ile pH 5,0 iken 4-metil katekol ile pH 5,5 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.2), (Sekil 4.4).

Optimum iyonik siddet ¢alismasinda; 0,01-1 M arasinda belirli konsantrasyonlarda bir
seri Asetat tamponu hazirlandi. Katekol ve 4-metil katekol substratlar1 i¢in belirlenen
optimum pH’larda aktivite Ol¢iimii yapildi. Her iki substrat da 0,05 M tampon
konstrasyonunda yiiksek aktivite gostermistir. Farkli konsantrasyonlardaki aktivite
farklilart ¢ok az oldugundan iyonik siddetin enzim aktivitesini etkileyen ciddi bir faktor

olmadigimi séylemek miimkiindiir (Cizelge 4.3), (Sekil 4.5).

Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik aralig1 vardir. Cok yiiksek ve ¢ok
diisiik sicakliklarda enzimin ii¢ boyutlu yapisi bozunur ve enzim aktivitesi kaybolur.
Calismamizda Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzim aktivitesinin optimum
oldugu sicakligr belirlemek igin katekol ve 4-metil katekol substratlariyla 0-80°C

araliginda enzim aktivitesi Olciildii. Enzimim maksimum aktivite degeri 10°C
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maksimum iken 40°C ve iizeri sicakliklarda aktivitenin giderek azaldigi ve 70°C’de de

enzimin aktivitesini biiyiik oranda kaybettigi gézlemlenmistir (Cizelge 4.4). (Sekil 4.6).

Enzim aktivitesinin stabilitesi {izerine pH’nin etkisinin incelenmesi amaciyla belirli
pH’larda 0,05 M’lik tampon ¢ozeltilerine (Asetat tamponu pH: 5,0 / 5,5; Fosfat
tamponu pH: 6,0/ 6,5/ 7,0; Tris-HCI tamponu 7,5/ 8,0 / 8,5) enzim ve glikol eklenerek
4°C’de muhafaza edildi. Belirli zaman araliklarinda aktivite 6l¢iimii yapildi. Elde edilen
sonuglarda PFO enziminin stabil pH’s1 5,5 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5), (Sekil
4.7).

Enzim kinetiginde Ky degeri, enzimin aktif bolgesinin yarisinin doldugu substrat
konsantrasyonunu ve enzimin subsrata olan ilgisinin bir gostergesi seklinde iki farkli
anlami vardir. Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzimi i¢in 5 farkli konstrasyonda
katekol ve 4-metil katekol substratlari ile enzim aktivite degerleri olgiildi. 1/V-1/[S]
degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek grafik yardimiyla Ky ve Vmax
degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.6). (Sekil 4.8-4.11). Katekol i¢in Ky sabiti 6,17 mM,
Vmax degeri ise 20,83 umol/L.dak olarak hesaplandi. 4-metil katekol i¢in ise Ky sabiti
4,16 mM, Vmax degeri ise 32,26 pmol/L.dak olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara
gore PFO enziminin daha diisiik Ky sabitine sahip olan 4-metil katekol substratina
ilgisinin daha fazla oldugu goriildii. Cilinkii disiik Ky yiiksek ilgiyi; yiiksek Ky diisiik
ilgiyi ifade eder.

Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor
konsantrasyonu gostergesi olan ICsg degerlerini belirlemek i¢in % Aktivite-[I] grafikleri
cizildi (Sekil 4.12.-4.16). Bu grafiklerdeki denklemler yardimiyla ICsy degerleri
hesapland1 (Cizelge 4.7). Kimyasal bilesiklerin 1Csg degerleri kiiciikten biiyiige dogru
siralandiginda DTT < GSH < sodyum azit < askorbik asit < tiyoiire seklinde oldugu

goriilmektedir (Cizelge 4.7).

Tortum elmasindan saflastirilan PFO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gésteren kimyasal

bilesikler i¢in K; sabitlerinin belirlenmesinde Lineweaver-Burk grafiklerinden
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faydalanildi. Sonuglarin daha hassas bulunabilmesi amaciyla her inhibitorli ¢alisma igin
3 farkli sabit inhibitoér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir (Sekil
4.17-4.21).

Ki sabiti kii¢iik olan inhibitoriin enzime ilgisinin fazla oldugu diisiliniildiiglinde bu tiir
inhibitorlerin enzimi ¢ok daha fazla inhibe edecegi aciktir. Tortum elmasindan
saflagtirllan PFO enzimi tiizerine inhibisyon etkisi gésteren tiyolire, askorbik asit,
sodyum azit, GSH ve DTT kimyasal bilesiklerin (K)o sabitleri hesaplandi. En diisiik K;
degerleri sirasiyla askorbik asit (0,042), glutatyon (0,045), sodyum azit (0,054),
ditiyoeritritol (0,221) ve tiyoiire (0,268) olarak bulunmustur. Bu etki sirast 1Csg
degerleri ile gogunlukla uyusmaktadir. Gorildigi gibi enzim igin askorbik asit oldukca
kiigiik konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi gostermektedir. Ayrica ¢izilen
Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla inhibitorlerin inhibisyon tipleri belirlenmistir
(Cizelge 4.8).

Sonug olarak;

a. Tortum elmasindan (Malus sylvestris.) PFO enzimi Sepharose 4B-L-tirozin-p-
aminobenzoik asit afinite kolonu kullanilarak ilk kez saflastirildi.

b. Enzimin safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmis olup yaklasik molekiil agirligi 60
kDa’ya takabiil etmektedir.

c. Tortum elmasindan saflastirilan PFO enziminde monofelaz aktivitesi goriillmemistir.
Enzimin sadece difenolaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.

d. Enzimle ilgili yapilan kinetik ¢alismalarda optimum pH degeri katekol substrati ile
pH:5,0, 4-metil katekol ile pH:5,5 olarak bulunmustur. Optim iyonik siddet 0,05 M
ve optimum sicaklik degeri 10 OC olarak tespit edilmistir.

e. Optimum sartlarda yapilan enzim kinetigi caligmalarina gdre en iyi substratinn 4-
metil katekol oldugu tespit edilmistir.

f. Bazi kimyasallarin (askorbik asit, tiyolire, GSH, DTT ve sodyum azit) enzim
aktivitesi lizerine inhibisyon etkileri incelenmis ve inhibisyon tipleri belirlenmistir.

En etkili inhibitoriin askorbik asit oldugu tespit edilmistir.
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