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OZET

CANCUR ERIiGINDEN (Prunus domestica L.) POLIFENOL OKSIiDAZIN
SAFLASTIRILMASI VE ERIGIN ANTIOKSIDAN OZELLIiGINiN INCELENMESI

Havva ATASEVER

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismam: Yrd. Dog. Dr. Barbaros DINCER

Polifenol oksidazlar (PFO), bakir i¢ceren metaloenzimler olup oksijen varliginda, monofenollerin
o-difenollere hidroksilasyonunu ve o-difenollerin de o-kinonlara yiikseltgenmesini katalizler.
Bu calismada, Ardahan ili Posof ilgesi Tiirkgdzii Kdyii’ nden toplanmis olan Cancur Eriginden
(Prunus domestica L.) PFO, Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli
kullanilarak saflastirildi. PFO, dogal ve SDS-poliakrilamid jel elektroforez ile biyokimyasal
ozellikleri bakimindan karakterize edildi. Cancur erigi PFO’ sunun elektroforez
kromatograminda iki izoenzime sahip oldugu belirlendi. Cancur erigi PFO’ sunun L-tirozin,
3,4-dihidroksihidrosinnamik asit, 3,4-dihidroksifenil propanoik asit, p-kumarik asit, katekol ve
4-metil katekol substratlar1 varliginda en yiiksek aktiviteyi 30-40 °C ve pH 5.0-7.0 arasinda
gosterdigi tespit edildi. Cancur erigi PFO’ sunun her bir substrattnin Michaelis-Menten
kinetigine uydugu tespit edildi. Kinetik veriler olan Michaelis-Menten sabiti (K, ve maksimum
hiz (Vimaks) ¢izilen Lineaweaver-Burk grafigi yardimiyla hesaplandi. Cancur PFO’ sunun hem
monofenolaz hem de difenolaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. En fazla katekol substratina
ilgi duydugu ve bunu sirasiyla 4-metil katekol, DHHSA, L-tirozin, DHPPA, p-kumarik asitin
izledigi belirlendi. Cancur erigi PFO’ sunun 4-metil katekol substrati varliginda askorbik asit,
sodyum metabisiilfit, benzoik asit ve sodyum azid tarafindan inhibe edildigi tespit edildi. Bu
inhibitorler igin K; degerleri sirasiyla 0.02, 0.12, 6.0 ve 18.3 mM olarak tespit edildi. Cancur
eriginin sulu 6ziitiinde toplam fenol miktar1 114.6+5.0 mg GAE/100 g olarak tespit edildi.
Oziitte yapilan antioksidan aktivitesi CUPRAC yontemiyle 30.19+0.96 (mg TEAK/g),
DPPH yontemiyle 1.98+0.02 (mg/mL) ve ABTS yontemiyle 2.17+0.01 (mg/mL) olarak

belirlendi.

2015, 100 sayfa

Anahtar kelimeler: Polifenol oksidaz, Antioksidan, Prunus domestica L.



ABSTRACT

PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE FROM CANCUR PLUM (Prunus
domestica L.) AND INVESTIGATION OF PLUM’ S ANTOXIDANT PROPERTIES

Havva ATASEVER

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Barbaros DINCER

Polyphenol oxidases (PPO) are copper-containing metalloenzymes that catalyze the
hydroxylation of monophenols to o-diphenols and the oxidation of o-diphenols to o-quinones in
the presence of oxygen. In this study, PFO was purified from Cancur plums (Prunus domestica
L.), collected from Tiirkgozii village in Posof, Ardahan, Turkey, using Sepharose-4B-L-
tyrosine-p-aminobenzoic acid affinity gel. The PPO was characterized with natural and SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis, and in terms of biochemical properties. It was determined to
have two isoenzymes by electrophoresis chromatogram on Cancur plum PPO. It was detected
that the enzyme showed the highest activity at between 30-40 °C and pH 5.0-7.0 in the presence
of L-tyrosine, 3,4-dihydroxyhydrocinnamic acid, 3,4-propanoic acid, p-coumaric acid, catechol
and 4-methyl catechol as substrates. Each substrate of cancur plum PPO was found to comply
with Michaelis-Menten kinetics. Kinetic data as a Michaelis-Menten constant (K,,) and a
maximum velocity (Vimax) calculated via the drawn-Lineaweaver Burk plot. Cancur PPO was
found to have both monophenolase and diphenolase activity. It was determined that catechol is
most interested in as substrate and followed by 4-methylcatechol, DHHSA, L-tyrosine, DHPPA
and p-coumaric acid as substrates, respectively. The PPO was inhibited by ascorbic acid,
sodium metabisulfite, benzoic acid and sodium azide in the presence of 4-methyl catechol as a
substrate. The K; values for these inhibitors were found as 0.02, 0.12, 6.0 and 18.3 mM,
respectively. The total amount of phenol in aqueous extracts of Cancur plum was determined as
114.6 +£ 5.0 mg GAE / 100 g. The antioxidant activity of the extract was found as 30.19 + 0.96
(mg TEAC / g) with CUPRAC method, as1.98 + 0.02 (mg / mL) wih DPPH method and as 2.17
+0.01 (mg/ mL) with ABTS method.

2015, 100 pages

Keywords: Polyphenol Oxidase, Antioxidant, Prunus domestica L
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Birgok besin dokusunda, toplama ve depolama esnasinda, ¢arpma, kesme,
dilimleme ve kabuk soyma gibi fiziksel islemler sonucunda saridan kahverengine kadar
gelisebilen renk degisimleri meydana gelir. Esmerlesme genellikle fenolik bilesiklerin
kinonlara oksidasyonu ve takibinde bu reaktif ara iiriinler enzimatik olmayan
oksidasyon reaksiyonlariyla hizli ve kolay bir sekilde polimerleserek koyu renkli ve
suda az c¢oziinen melanin olarak bilinen pigmentlerin olugmasiyla son bulan bir takim
reaksiyonlar zinciridir (Whitaker, 1972; Friedman, 1997; Laurila vd., 1998). Bu
kahverengi pigmentin olusumu bir dereceye kadar istenir, ancak ¢ogu kez bu
oksidasyon islemleri istenilen seviyede durdurulamadiklarinda ozellikle besinlerin
depolanmasi ve endiistriyel olarak islenmesi sirasinda besinlerin duyusal ve besinsel
ozelliklerinde degisimlere sebep olurlar. Bu 6zellikle besinin renk, koku ve besin
degerinde istenmeyen degisimler seklinde ortaya ¢ikar. Bunlar da besinin, hem besinsel

degerini hem de ekonomik degerini azaltir (Whitaker ve Lee, 1995).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 bitkinin tiirline, yetistigi bolgeye ve bitkinin
olgunluguna gore degisim gosterirken esmerlesmenin rengi ise ortamdaki mevcut
fenolik substratlarin tiiriine bagl olarak farklilik gostermektedir. Bunun yaninda
esmerlesmeyi etkileyen en 6nemli faktorler; pH, sicaklik, dokularda bulunan oksijen
miktart ve aktif polifenol oksidaz (PFO) konsantrasyonu seklinde siralanabilir (Mayer
ve Harel, 1981, 1991; Lee, 1992; Fragnier vd., 1995; Yoruk ve Marshall, 2003). Bu
faktorlerden birinin ortamdan uzaklastirilmasiyla, enzimatik esmerlesme reaksiyonlari

durdurulabilir veya kontrol edilebilir.

Meyve ve sebzelerden iiretilen bir¢ok iirliniin enzimlerin rolii olmadan, 6zellikle
151 etkisi ile artan bir esmerlesmeye ugradiklar1 gozlenmektedir. Kurutulmus {irtinlerde
renk esmerlesmesi daha c¢ok enzimatik olmayan bir yolla meydana gelmektedir.
Esmerlesme olayi, liretim sirasinda uygulanan 1s1l islem sonucu olustugu gibi depolama

sirasinda da yavag bir hizda devam etmektedir. Buna goére bu tip esmerlesme



reaksiyonlart 1s1 ile siddetlenen ve diisiik sicakliklarda zamana bagli olarak siirekli artan

bir olaydir (Wetherilt vd., 1992).

Enzimatik olmayan esmerlesme diye bilinen renk degismeleri, aminoasitlerle
indirgen sekerler arasinda meydana gelen Maillard reaksiyonu olarak da bilinen bir dizi
reaksiyonun sonucudur ve oksijensiz ortamda da yiiriiyebilir. Koku ve renkte bir
tyilestirme saglayan bu reaksiyonlar lezzet endiistrisinde oldukc¢a onemlidir. Olayin ilk
asamasinda, amino grubu, sekerin indirgen hidroksil grubuna baglanarak N-glikozitleri
olusturmaktadir. Bunu izleyerek gelisen karmasik polikondensasyon olaylar
sonucunda, esmer renkli "melanoidin" adi1 verilen bilesikler olugsmaktadir. Enzimatik
olmayan renk bozulmalari, 1s1, 151k, metaller ve oksijen gibi faktorlerin etkisiyle

meydana gelmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986; Bolin ve Steele, 1987).

Besinlerde esmerlesme denildigi zaman, genellikle besinin iiretiminden olusum
siirecine kadar, esmerlesmenin zararli etkileri belirtilir. Ancak bazi enzimatik
esmerlesme reaksiyonlari, besin i¢in ¢ok faydalidir. Cay, kahve ve kakao, bircok iilke
i¢cin olduk¢a 6nemli liriinlerdir (Ensminger vd., 1995). Siyah ve yesil ¢ay ile kakaonun
renk ve tat gelisimi, Ozellikle fermentasyon ve kuruma doneminde enzimatik
esmerlesmeye baglidir. Ayrica, iiztim, erik, hurma ve incir gibi bazi meyvelerin
kurutulmasiyla, karakteristik sar1 veya kahverengini almalar1 da enzimatik

esmerlesmenin bir sonucudur.

Polifenol oksidazlarin, bocek ve mikroorganizmalarin bitkilere saldirmasini ve
clirik olusumunu oOnlemede anahtar fizyolojik rol oynadigi disiiniilir. Meyve ve
sebzeler olgunlastiklar1 zaman, onlarin fenolik bilesenlerinde meydana gelen azalmadan
dolay1, hastaliklara karsi hassasiyetleri artar. PFO, fenolik bilesiklerden kinonlarin
olusumunu katalizler ve olusan kinonlar, polimerizasyon reaksiyonlariyla
polimerlesirler. Bu polimerlesme, antibakteriyal ve antifungal aktivite gosteren
melaninlerin tretilmesiyle sonuglanir. Olusan bu melaninler, ayn1 zamanda sebze ve

meyvelerin saglikli kalmasina yardimei olur (Marshall vd., 2000).

Enzimatik esmerlesme sonucunda olusan melaninlerin, antibakteriyal, antikanser

ve antioksidan oOzelliklere sahip olmalari, arastirmacilarin enzimatik esmerlesmeye
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biiylik bir ilgi duymasina neden olmustur. Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini
ortadan kaldirmak ve yararli olan esmerlesme reaksiyonlarini optimize etmek igin,
besinlerin bilesimindeki degisimlerin, besinsel ve toksikolojik agilardan tanimlanmasi
ve bu arzu edilmeyen yonlerin durdurulmasina ihtiya¢ vardir. Besinlerde ayni anda
birden fazla esmerlesme isleminin meydana gelmesi miimkiindiir. Bu nedenle, gesitli
bitkilerdeki esmerlesme olaylarinin ortaya konulmasi, etkilerinin anlagilmasit ve
¢Ozlimler bulunmasi, hem insan beslenmesi hem de saglik agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Enzimatik esmerlesmenin onlenmesinde ise en gegerli yontem, PFO aktivitesinin
kontrol edilmesidir. Bu nedenle, enzim aktivitesine etki eden parametrelerin ¢ok iyi
bilinmesi gerekmektedir. Meyve ve sebzelerin iglenmesi sirasinda uygulanan prosesleri
en aza indiren, uygun yeni teknolojilerle birlikte, meyve ve sebzelerin kisi basina diisen
tilketimindeki artig, bir¢ok iilke icin ekonomik yararlar saglayacaktir (Labuza vd.,

1992).

Bu calismada Ardahan ili Posof ilgesi Tiirkgdzii Koyii> nden alinan Cancur
Eriginden (Prunus domestica L.) PFO’nun saflastirilmasi ve karakterize edilmesi
amaclanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda, Cancur Erigi PFO aktivitesi lizerine substrat
konsantrasyonunun reaksiyon ortaminin sicakliginin, pH’in ve cesitli inhibitorlerin

etkisi arastirilmistir. Ayn1 zamanda erik ekstraktinda antioksidan analizleri yapilmistir.

1.2. Polifenol Oksidaz ve Bulundugu Organizmalar

Bakir igeren proteinlerin bir grubu olan polifenol oksidazlar, oksidorediiktaz
smnifinin bir iiyesi olup enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar
(EC.1.14.18.1) (Robb, 1984; van Gelder vd., 1997; Dincer vd., 2002). PFO oksijen
varliginda iki farkli reaksiyonu katalizleyebilir. Bunlardan birincisi, monofenolik
bilesiklerin o-difenollere hidroksilasyonu olan monofenolaz aktivitesi, digeri ise, o-
difenollerin o-kinonlara oksidasyonu olan difenolaz aktivitesidir (Yang vd., 2000).
Monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri sonucu olusan kinonoid maddeler kahverengi,
kirmizi veya siyah pigmentler seklinde polimerlesirler (Whitaker, 1972; Friedman,
1996, 1997).



PFO, memeliler, mikroorganizmalar, meyve, sebze, mantarlar ve deniz iiriinlerine
kadar c¢ok genis bir filogenetik yelpazede bulunur. Buna ek olarak, bazi toprak
tiirlerinde, glikoz oksidaz gibi oksidorediiktaz enzimlerinin yan1 sira PFO’ nun varligi
ve aktivitesi bildirilmektedir (Sarkar vd., 1989; Mos’ ko vd., 1992; Gul’ ko, ve
Khaziyev, 1993). Farkli bitkilerin PFO igerigi, bitkinin tiirline ve yetistirilis bi¢cimine
gore degismektedir. Hatta ayn1 organizmanin farkli organlarinda bile farkli karakteristik
Ozellik gosterebilmektedir. Enzimin bitki hiicrelerindeki yerlesimi, meyve ve sebzelerin
olgunluguna, bitkilerin ise tiirline ve yasina, baglidir (Harel vd., 1964; Tolbert, 1973;
Stephens ve Wood, 1974; Padron vd.,1975; Mayer, 1987).

Elmadaki PFO’ nun hem monofenolaz aktivitesi hemde difolaz aktivitesi ve bu
aktiviteye ¢ok cesitli inhibitorlerin etkisi incelenmistir (Nicolas, 1994). Monofenolaz
aktivitesi enzim izolasyonu islemlerine duyarli olmasindan dolay1 ekstraksiyon
sirasinda ¢ok diisiik oranlarda ve NMR spektroskopisi ya da HPLC gibi teknikler
yardimiyla tespit edilmis, ancak son yillarda gelistirilen spektrofotometrik yontemlerle
elmada aktivitenin cesitli faktorlere bagimliligi izlenebilmistir. PFO Triton X-114
deterjani ile izole edilip kismen saflagtirilmis ve kinetik karakterizasyonu sonucunda
enzimin tek bir aktif bolgeye sahip oldugu ve katalitik islemler sirasinda iki farkl

konformasyonu halinde bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir (Espin, 1995).

Esmerlesme derecesinin ¢esitli meyve kiiltiirleri arasinda fenolik igerik ve PFO
aktivitesindeki farkliliklara bagli olarak degistigi bilinmektedir. Seftali meyvesinin
gelisimi sirasinda tannin igeriginin ve gesitli fenolik substratlarin konsantrasyonunun
diizenli bir sekilde azaldigi ve hasat donemine kadar bu seviyede kaldigi tespit
edilmistir. Bu bitkide PFO aktivitesi de fenolik bilesiklerin i¢erigine benzer bir degisim
gostermistir. Yiksek PFO aktivitesine sahip seftali kiiltiirlerinin yiiksek derecede

esmerlesme hizina sahip oldugu gézlenmistir (Lee, 1990).

Dongel (Mespilus germanica L.) meyvesinde ki PFO enziminin monofenolik ve
difenolik subtratlar igersinde en iyi substrat olarak 4-metil katekol oldugu belirlenmistir.
Monofenolik substratlara kars1 dongel meyvelerinde ki enzimin zayif aktivite gosterdigi
belirlenmistir. PFO enzimin optimum pH’ smm 7, optimum sicakhgimn 30 "C oldugu
belirlenmistir. 4-metil katekol i¢in Ky degeri 26 mM, en iyi inhibitoriin sodyum
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metabisiilfit oldugu, Cu®*, Hg?*, AI*" iyonlarinin difenolaz aktivitesini kuvvetlice inhibe

ettigi belirlenmistir (Ayaz vd., 2008).

Malatya kayisis1 (Prunus armeniaca L.), Tiirkiye’ de yetistirilen kayis1 tiireleri
arasinda en iyisi olan Malatya kayisist depolanma esnasinda kararma olmakta ve bu da
ticari olarak istenmeyen bir durumdur. Bu durum oksijen varliginda ve fenolik
substratlar1 kinonik bilesiklere okside etmesiyle ortaya c¢ikmaktadir (Augusin vd.,
1985). Degisik substratlara karsi aktivite belirlenmis ve en iyi aktiviteyi katekol
substratina kars1 gosterdigi belirlenmistir. Bu substrat i¢in Ky, degeri 6.6 mM, optimum
pH’ sinin 8.5 oldugu belirlenmistir. Enzimin monofenolaz aktivitesine sahip olmadigi,
askorbik asit ve 2-merkaptoetanoliin bu enzim igin en iyi inhibitor oldugu belirlenmistir

(Arslan vd., 1998).

Cesitli meyve kiiltiirleri arasindaki esmerlesme derecesinin PFO aktivitesindeki
farkliliklara ve fenolik icerigine bagli olarak degistigi bilinmektedir. Bu meyve
kiiltiirlerinden seftalinin tanin igeriginin ve fenolik substratlarin konsantrasyonunun
meyvenin gelisimi sirasinda diizenli bir sekilde azaldigi ve hasat donemine kadar bu
diizeylerde kaldig1 tespit edilmistir. Seftalideki PFO aktivitesi de fenolik bilesiklerin
icerigine bezer bir sekilde degisim gostermistir. Yiiksek PFO aktivitesine sahip seftali
kiiltiirlerinin yliksek derecede esmerlesme hizina sahip oldugu gézlenmistir (Lee, 1990).
Seftali disinda kayisi, erik, badem ve kiraz gibi meyvelerde de PFO’ larin aktif ve
inaktif formlar1 Triton X—100 ile kismen izole edilmis ve enzimin maksimum aktivite
gosterdigi pH 4.0-5.5 degerlerinde oldugu tespit edilmistir. Sodyumdodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) ile yapilan elektroforetik ¢alismalarla ve
Western emdirme yontemiyle de elma ve fasulye yapraklarina karsi gelistirilen
antikorlar kullanilarak bu aktif ve inaktif formlar gozlenmis ve aktif formlarin temel bir
formun proteolizi sonucu olustugu gdzlemlenmistir. Denatiirasyon sartlarinda temel
aktif formalarin 63 ve 43 kDa’ luk molekiil agirliklarina sahip olduklari belirlenmistir.
Bu sonuglardan farkl tiirler arasinda PFO’ larin biyokimyasal karakterleri agisindan

bircok temel benzerliklerin oldugu ortaya ¢ikmistir (Fraignier, 1995).

Zeytinde goriilen kararmalar fenolik igerige ve PFO enzimin aktivitesine bagl

olarak degismektedir. Esmerlesme sonucu olusan renk, sofralik siyah zeytin igin
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istenilen bir degisimdir. Polifenollerin oksidatif kararmasi, zeytinde bulunan enzimlerin
(difenolaz) veya zeytinde bulunmayan ve disaridan katilan metal katyonlarin katalitik
etkisiyle olugsmaktadir (Garcia vd., 1996; Robards vd., 1999). Cukurova bolgesinde
yetistirilen Domat ¢esidi zeytinden izole edilen ve kismen saflastirilan PFO enzimin
optimum sicaklik, optimum pH, kinetik parametreler, termal inaktivasyon, inhibitorlerin
etkisi gibi biyokimyasal oOzellikler arastirilmig, substrat olarak 4-metil katekol
kullanilmistir. Enzimin Km degerinin 14.52 mM, Vpmaks degerinin ise 1.3 uM/dk oldugu
bulunmus. PFO aktivitesi i¢in optimum pH degeri 4.5 optimum sicakligi 30 "C olarak
bulunmus. Cesitli inhibitorler kullanilarak en diisiik inhibisyonun askorbik asit

varliginda oldugu tespit edilmistir.

Yemeklik olarak tiiketilen fasulye esmerlesme reaksiyonlarina maruz kalarak
renginde degisim gosterir. Bu reaksiyonlar bitkinin besinsel degerinde bir kayba yol
actigindan, esmerlesme reaksiyonunun bu bitkide kontrol edilebilmesi igin
saflastirilmas1 ve karakterizasyonu yapilmaktadir. Yapilan calismalar arasinda Ispir
seker fasulyesinden polifenol oksidaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiiriilmesiyle izole
edilerek biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Katekol substrati varliginda optimum
pH’ s1 5.5, optimum sicakliginin 40 OC, Km degerinin 2.4875 M, Vpas degerinin 3.148
EU mLdak™ tespit edilmistir.

Avokado bitkisinde monofenolaz aktivitesi tespit edilmis ve PFO hem suda
¢oziinlir hem de membrana bagh formlarda bulunmaktadir (Khan, 1980). Avokado
monofenolaz aktivitesi, aseton ile toz haline getirilen 6rneklerle hazirlanan ekstraktlar
kullanilarak ve p-kresol varliginda yapilan denemelerde oldukg¢a diisiikk oldugu
gozlenmistir. Triton X—114 deterjan1 kullanilarak kismen izole edilip 4-hidroksi anisol

substrat1 varliginda avokado PFO enzimi karakterize edilmistir (Espin, 1997).

Patateste PFO aktivitesi saplarda diisiik seviyede olurken 6zellikle yumru, kok ve
hiicrelerde oldukca yiliksek oldugu gozlemistir. Karakterize edilen PFO genlerinin pek
cogu fotosentetik dokulardan izole edilmistir. Ancak bu enzimler fotosentetik olmayan
dokularda da bulunmaktadir. PFO tarafindan katalizlenen enzimatik esmerlesme
ozellikle Solanum tuberosum (patates) yumrularinda ortaya ¢ikmistir (Corsini, 1992).

Patatesden izole edilen iki PFO geninin yaprak, ¢icek ve koklerde ifade edildigi,
6



yumrularda ekspresyon gozlenmedigi belirtilmistir (Hunt, 1993). Bununla birlikte, doku
hasarini takiben yumrularda da PFO aktivitesinin yiiksek diizeylerde oldugunu ve bunun

neticesinde enzimin bitki savunma sisteminde rol oynayabilecegi tespit edilmistir

(Thygesen, 1994).

Karayemis bitkisinin (Laurocerasus officinalis Roem.) heniiz olgunlasmamis
meyvelerinde yapilan incelemede 3-(3,4-dihidroksifenil) propiyonik asit (DHPPA)
substrati varliginda optimum sicakligin 40 °C oldugu, optimum pH’m 5.0 oldugu ve
alkali pH’ larda enzimin % 80 aktivitesinin kayboldugu bulunmustur. Enzim
aktivitesinin askorbat ve metabisiilfite karsi hassas oldugu gozlenmistir (Colak vd.,

2005).

1.3. Polifenol Oksidazin Reaksiyon Mekanizmasi

Uluslararas1 Biyokimya Dernegi (IUB)’ ne baghh enzim komisyonu tarafindan
yapilan simiflandirmada, biitiin PFO’ larin yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini
katalizledikleri i¢in, birinci siif enzim olarak adlandirilmistir. Bu siniflandirmaya gore
PFO, iki farkli aktivite gostermektedir. Bunlardan ilki, monofenollerin o-difenollere o-
hidroksillenme reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1) ve enzimin bu aktivitesi, monofenolaz
veya kresolaz aktivitesi olarak tanimlanmustir. Bir diger aktivite ise, o-difenollerin o-
kinonlara oksidasyonuyla olusan reakiyondur (E.C.1.10.3.2) ve bu enzimin bu aktivitesi
de difenolaz veya katekolaz aktivitesi olarak tanimlanmistir (Fenol vd., 200; Espin

vd.,2001; Brooks vd.,2004) (Sekil 1-2).

OH OH
OH
monofenolaz
(tirosinaz)

o o
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH
Tirosin Dihidroksifenilalanin

(L-DOPA)

Sekil 1. Monofenollerin o-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)
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H
OH
__ difenolaz Polimerlesme
(kat ek OlaZ) Mela]]]ﬂler
H

H:2N—CH—COOH N CH —COo0H
Dihidroksifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

Sekil 2. o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi).

PFO ortalama 55-65 kDa molekiil agirlhigma sahip olup enzimde iki baglanma
bolgesinin bulundugu belirtilmistir. Patates, tiitiin ve mantarda bakir igeriklerinin % 0.2-
0.3 arasinda degistigi bulunmustur. Taze hazirlanan enzim ekstraklarinda bakirin Cu(I)
seklinde oldugu ancak zamanla Cu(I)’ mn Cu(ll)’ ye yavasca okside oldugu gozlenmis
olup bu degisimin herhangi bir aktivite kaybi olmadigi tespit edilmistir. Bakirin
uzaklastirildigi apoenzim aktif degilken Cu(ll) ilave edilmesi ile aktivite geri
kazanilabilmistir (Kertesz, 1962). Apoenzim, saf enzimin sulu ¢dzeltisinin potasyum
siyaniir igeren ¢ozeltiye kars1 diyaliz edilmesiyle hazirlanmistir. Saf PFO enzimi renksiz
iken benzer aktivite gosteren lakkaz enzimi mavi renklidir. Konsantre edilen PFO
¢ozeltileri notral pH degerleri oldukga kararli olup kisa bir siire igin 60 °C ye kadar
isitildiginda ise enzimin katalitik fonksiyonu tamamen veya kismen kaybetmektedir
(Ulrich, 1975). Bu enzimin nétral pH degerlerinde ve fosfat tamponundaki konsantre
cozeltileri -25 °C de dondurulmus olarak aktivite kaybi olmaksizin birkag ay
saklanilabilir. Ancak daha uzun siireli saklamalarda aktivite kayb1 olur ve aktivitede ki
bu kayip doniisiimsiizdiir. Bu islem sirasinda Cu (I) okside olarak Cu (II) doniisiir ancak
aktivitede ki bu kayip oksidasyondan kaynaklanmaz. PFO aktivitesi, bakir ile kararl
kompleksler olusturabilen H,S, KCN, CO ve p-aminobenzoik asit ile inhibe edilebilir.

PFO’ nun fenolik bilesikler iizerindeki etki mekanizmasi olduk¢a komplesktir.
PFO proestetik grup olarak bakir iyonu ihtiva eder, bakirin valens durumu PFO
aktivitesini saglar (Kolcuoglu vd., 2007). Kimyasal ve spektroskopik ¢aligmalar sonucu
PFO’ larin aktif bdlgesinin biniikleer bakir kompleksine sahip oldugu ve Tip 3 bakir
merkez Ozelligi tasidigr gostermektedir (Marusek vd., 2006) (Sekil 3). PFO’larin
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katalitik etki mekanizmasi gesitli ¢aligmalarla ortaya koyulmustur. ilk énce enzimin
deoksi formu oksijen ile oksi-PFO formunu olusturur ve fenolik substrat bu oksi-PFO
formundaki bakir atomlarmin birine aksiyel olarak koordine olur. Olusan bes-
koordinatli ara iirliniin yeniden diizenlenmesini takiben fenolik substratin orto-
hidroksilasyonu, su kaybi ve difenolik iirliniin koordinasyonu gergeklesir. Molekiil ici
elektron transferi sonucu orto-benzokinon iiriinii olusur ve bu esnada enzimin deoksi-

PFO hali boylece yeni bir katalitik ¢evrime girmek tizere hazir hale gelir (Sekil 3).

His,, Q. His His His, o
'o,'. _.‘“\\ E ‘., . ..0\‘\ Cu Cu
g Cu VARNWAAN
/‘\/ N\ His’ His YOH  His His
His His (@) His
Oksi-PFO met-PFO
His, JHis
/Tu e Tll\
His His His His
deoksi-PFO

Sekil 3. PFO’ nun Bakir Merkezleri.

Oksijenlenmis form (oksi-PFO), her biri iki kuvvetli ekvatoryal ve bir zayif
aksiyal Ny;s ligandlartyla koordine olmus iki tetragonal Cu(Il) atomundan olusmustur.
Eksojen oksijen molekiilii peroksid olarak baglanir ve iki bakir atomu arasinda koprii
olusturur. Met-PFO formu oksi-form gibi endojen kopriiyle antiferromagnetik sekilde
ciftlesmis iki tetragonal Cu(Il) atomu igerir. Deoksi-PFO bikuprik yapiya sahiptir.
[Cu(l)-Cu(I)] PFO’in aktif bolgesindeki bakir igeren bu ii¢ form monofenollerin o-
hidroksilasyonu ve difenolerin oksidasyonuyla sonuglanan reaksiyon mekanizmasi i¢in

bir modeldir. (Duran vd., 2002; Klabunde vd., 1998).

PFO’nun aktif bolgesi hemosiyaninin aktif bolgesiyle benzerdir (Sekil 4).
Hemosiyaninler, PFO’ lardaki substrat-aktif bolge arasindaki iligkiyi anlamak igin bir

model sistem olarak kullanilir (Decker ve Tuczek, 2000). Bu model sistemler iizerinde
9



gerceklestirilen arastirmalar, monofenollerin PFO katalizli doniistimlerinin, substratin

enzimin oksi- formuna baglanmasi ile basladigini ortaya koymustur.

Sekil 4. A)Panulirus interruptus hemosiyaninin deoksi-yapisi. Bakir atomlari
mavihistidinler yesil; Phe351 turuncu renklerle gosterilmistir (Decker ve
Tuczek, 2000);
B) Octopus hemosiyaninin oksi-formunun yapisi. A¢ik mavi: tirosin substrati;
histidin yesil; sistein sar1; bakir mavi; oksijen kirmizi; Leu2689 turuncu
renklerle gosterilmistir (Decker ve Tuczek, 2000).

Polifenol oksidazin monofenolaz ve difenolaz ¢evrimlerinin, genellikle
birbirlerine baglantili olduklar: ifade edilir. Once monofenolaz ¢evriminde bir difenol
dretilir (kresolaz reaksiyonu) ve bundan sonra difenolaz ¢evriminde (katekolaz

reaksiyonu) kullanilir.
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His, > His 0, His, 0., @ His
M Cu TQ \, > (II)/CT\ /Cu (H)
His  His His His His His

deoksi-PFO oksi-PFO
O\ \
O\
N E‘N
0 \ ’ W\
+
H,0 \
o)
0, A
N N
. GD o GD
HIS/’/ /O O’, \\HiS His// ‘ \\\Q ’, N HlS
(?c‘:u\ Q) - (n)/cT’\E /Ca‘ ()
His  His Hls His His' His 'O His His

Sekil 5. Polifenol Oksidaz i¢in 6nerilen monofenolaz ¢evrimi (Siegbahn, 2003).

Monofenolaz c¢evriminde, deoksi-formundaki enzim oksijenle oksi-forma
dontigiir. Bununla birlikte fenoliin hidroksi grubu, oksi-formundaki [Cu(l)-O,-Cu(l)]
PFO’ nun bir bakir atomuna aksiyal pozisyonda baglanir. Bu baglanmay1 orto-
pozisyonda bir oksijenlenme takip eder. PFO’ nun bir monofenolii doniistiirebilecek tek
aktif merkez formu oksi-formudur. Bu form, Cu(l)-O,-Cu(l) seklinde yazilabilir, fakat
daha uygun olarak peroksid [Cu(ll)-O,*-Cu(Il)] seklinde ifade edilir. Substratin
baglanmasindan sonra olusan bu bes koordinathi ara iiriiniin yeniden diizenlenmesini
takiben, fenolik substratin orto-hidroksilasyonu, su kaybi1 ve difenolik {irliniin

koordinasyonu gergeklesir (Sekil 5).
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Sekil 6. PFO igin 6nerilen difenolaz ¢evrimi (Slegbahn 2003)

Difenolaz c¢evriminde, oksi-formdaki PFO ya bir difenol baglanir. Molekiil ici

elektron transferi sonucu orto-benzokinon iiriinii olusur ve bu sirada enzimin deoksi-

formu, yeni bir katalitik ¢evrime girmek tizere hazir hale gelir
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Olusturulan o-kinon bilesikleri, canlilarda bulunan en reaktif ara triinlerdir ve
enzimatik olmayan oksidasyon reaksiyonlari ile hizli bir sekilde kolayca polimerleserek,
koyu kahverengi suda az ¢oziinen polimerik yapilara doniisiirler. Boylece esmerlesme
reaksiyonunun karakteristigi olan pigmentler olusturulur. Hem monofenolaz ve hem de
difenolaz cevrimlerinde goriildiigii gibi, katalitik cevrimlerin ilging bir tarafi, net
reaksiyonda disaridan her hangi bir protona ihtiya¢c duyulmamasina ragmen, oldukca
yogun bir proton akisinin var olmasidir. Ornegin, difenolaz gevriminde (Sekil 6) O-O
baginin pargalandigi sirada ii¢ protona ihtiyag vardir.

Klabunde vd. (1998) Tip 3 bakir merkezli polifenol oksidaz enziminin katalitik
mekanizmasint anlamak amaciyla Cu(II)-Cu(Il) yiikseltgenme bolgesinde Cu(I)-Cu(l)
indirgenmis form ile feniltiyoiire (PTU) inhibitor kompleksiyle patates PFO enziminin
i boyutlu kristal yapisini1 belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada enzimin difenolaz

aktivitesini de gostermislerdir(Sekil 7 ve 8).

Sekil 7. Polifenol oksidaz’ in Ribbon resmi (Karbon atomu gri, nitrojen mavi,
stilfiir atomlari sar1 renkle gosterilmistir) (Klabunde vd., 1998).

PFO’ nun (katekol oksidaz, tirosinaz) iki ¢ekirdekli bakir merkezi molekiiler
oksijenin dort elektronunu suya indirgemesiyle katekoliin oksidasyonunu katalizler
(Sekil 8). Onerilen biyokimyasal yol (Wilcoks vd., 1985; Solomon vd., 1996),
spektroskopik (Eicken vd., 1998) ve sunulan yapisal verilere dayanir. Buna gore iKi

oksijen iki bakir igeren metal merkeze baglanmak i¢in indirgenmis formdaki enzimde
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CuA’ ya bagl ¢oziicli molekiiliiyle yer degistirir(Sekil 8b, 8a). PFO’ da Phe261 yan
zincirinin rotasyonu iki bakir merkezini agar ve katekol substratinin baglanmasina izin

Verir.
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Sekil 8. PFO i¢in biyokimyasal, spektroskopik ve yapisal verilere dayanan onerilen
reaksiyon yolu. a,ii¢ basamakta sematik olarak gosterilen PFO tarafindan
katalizlenen reaksiyon yolu: yiikseltgenmis iki katekol molekiilii suya
indirgenmis iki oksijen molekiiliiyle ¢iftlesir. PTU’ nun baglanmasi en altta
gosterilmistir. b-d, kristallografik analizlerden alinan ii¢ reaksiyon
basamaginin ii¢ boyutlu yapisi. PPO-0,% CAT kompleksi ¢’ de e (inhibitér
PTU’ nun baglanmasi) rehber alinarak gosterilmistir (Klabunde vd., 1998).
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PFO ve feniltiyolirenin (PTU) inhibitor kompleksi i¢in baglanma modu
incelendiginde (Sekil 8e, 8a) CAT’ iin ve oksijenin ayni anda baglanmasinin miimkiin
odugu soéylenebilir. PPO-PTU inhibitor kompleksine dayanarak, tek disli baglanma
modeline gore (Sekil 8c, 8a) CAT iki hidroksil grubundan birinin protonunu CuB’ ya
vererek baglandigi soylenebilir. Dimetal merkeze yakin bir ¢dziicii molekiiliine hidrojen
bagiyla bagli Glu236 substratin deprotonasyonuna yardimci olmaktadir. Glu236 ve
substratin ikinci koordine olmamis hidroksil grubu bir proton vererek su ¢ikiSina ve 0-

kinon ¢ikiSina sebep olur (Sekil 8d, 8a).

1.4. Polifenol Oksidazin Substratlari

Sebze ve meyvelerde ¢ok esitli fenolik bilesikler icermesine ragmen bunlardan
cok az kism1 PFO’ ya substrat olabilmektedir. Fenolik ve polifenolik bilesikler sayisiz
bitki tiirlinde ikincil metabolitler olduklar1 ve bu bilesiklerin oksidasyon {iriinlerinin,
bitkilerin bakteri, mantar ve virlisler gibi patojenlere karsi savunma sisteminde rol
oynadiklar1 tahmin edilmektedir. PFO ile katalizlenmis polimerizasyon reaksiyonlari
hasar goren bitki yiizeylerinin iyilesmesine yardimci olur. Polifenolik bilesiklerin ayrica
antimutajenik, antikanserojenik, antiglisemik ve antioksidatif 6zelliklere de sahip
oldugu bilinmektedir. Bu 6zellikler, kiif olusumunun engellenmesi ve proteinsel besin
degerinin artirllmasi1 amaciyla kullanilabilir (Friedman, 1997). Bitkilerde bulunan
fenolik bilesikler, bitkini tiirline, kiiltliriiniin yapilmasina, biiylime ve saklanmasi
sirasinda ¢evresel sartlara ve olgunlagsma derecesine gore cesitlilik gostermekte hem de

bitkinin rengine ve tadina da katkida bulunmaktadir (Marshall vd., 2000).
PFO’ nun en yaygin olan substratlar1 basit yapili fenoller, klorojenik asit ve

tiirevleri flavonoid tipi fenollerdir. Basit fenoller, katekol ve kresol gibi bilesiklerin

yaninda trozin ve tiirevleri ile sinnamik asit tiirevleride olusur (Sekil 9).
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OH

OH
OH CH,

Katekol p-kresol
Sekil 9.PFO’ nun basit fenolik substratlari.

Birgok besin maddesinde bulunabilen tirosin, enzimatik oksidasyon sonucu, 3,4-
dihidroksifenilalanin (DOPA) iizerinden melanin olusumunda 6nemli bir rol oynayan

substratlardandir (Sekil 10).

OH
OH OH OH
OH
o
il o o
HoN—CH—COOH H,N—CH—COOH NH,
Tirosin 3,4-dihidroksifenilalanin Dopamin
(DOPA)

Sekil 10. PFO’ nun ¢esitli monofenolik ve difenolik substratlari.

Sinnamik asit daha c¢ok klorojenik asit tiirevleri ve flavonoidlerin
olusturulmasinda rol oynar (Sekil 11). Bu tiirevlerin pek ¢ofu enzimatik olmayan
yollarla bitkilerde esmerlesme reaksiyonlarina katilirlar. Patates klorojenik asit, patates
yumrularmin fenolik igeriginin yaklasgik % 90’ 1n1 olusturur ve bu bilesigin bir¢cok
izomeri ¢esitli teknikler yardimiyla tespit edilmistir. Patates, seftali ve fasulye yapragi
PFO aktiviteleri, klorojenik asit ve kafeik asit varhiginda olduk¢a farklilik
gosteriyorken, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin varliginda benzer aktivite gosterdigi
belirtilmistir (Whitaker, 1972).

Flavonoidler ise bitkilerin ¢esitli dokularinda ve ¢ok farkli oranlarda

dagilmiglardir. Cogunlukla kok, govde, yaprak, meyve ve tohum kisimlarinda diger
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bolgelere oranla daha yogun bulunmaktadirlar. Cesitli oranlarda bulunsalar bile
flavonoid yapili bilesikler bitkide esmerlesme reaksiyonun meydana gelmesi igin
yeterlidir. Birgok bitki izolatlarinda bagil oranlar agisindan farklilik gosteren flavonoid

sistemine sahip ¢ok ¢esitli sayida bilesik tespit edilmistir.

COOH COOH COOH
H Y H /A/\\H H Py
9 9 9

= = = OH
OH OH
Sinnamik asit p-Kumarik asit Kafeik asit

-

Klorojenik Asit (5-O-kafeilkinik asit)
Sekil 11. Sinnamik asit ve klorojenik asit tiirevli PFO substratlari.

Flavonoller, antoksantin pigmentleri olarak da taniplanip c¢ok ¢esitli teknikler
yardimiyla izole edilip karakterize edilmislerdir. Bu yapilar bir¢cok durumda mirisetin,
kuersetin ve kamferol olarak isimlendirilen birgok tiirevleri halinde esmerlesme
reaksiyonlarina dogrudan katilirlar. Antosiyaninler ise, pelargonidin, siyanidin ve
delfinedin olarak tanimlanan tiirevleri halinde daha g¢ok ikincil reaksiyonlarda rol

oynarlar (Sekil 12).
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Kuersetin: R1=0H, R2=H Pelargonidin: R1=R>=H
Mirisetin: R1=F2=0H Sivanidin: R1=0H, F2=H
Kamferol E1=FE>=H Delfinidin: R1=R:=0H

Sekil 12. PFO’ nun flavonoid tiirevli substratlari.

Katesinler (Sekil 13), flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleri olup dogada (+) — katesin
ve onun stereoizomeri olan (-) epikatesin olarak bulunurlar (Ganguly ve Seshado,
1958).

HO I
OH

OH OH
Katesin R1=H, R:=0H Lékosivanidin: E1=0H, R2=H
Epikatesin: R1=0H, F2=H Lékodelfinidin: R1=R;=0H

Sekil 13. PFO’ nun flavonoid tiirevli substratlari.

Bitkilerin ¢esitli dokularinda mevcut bulunan fenolik bilesiklerin esmerlesme
reaksiyonlar1 sonucu olusturduklar kinonlar olduk¢a reaktif olup, ya diger kinonlarla ya
da aminoasitler, proteinler, karbohidratlar ve yag asitleri gibi biyomolekiillerle renkli

bilesikler olusturlar. Bu fenolik bilesiklerin farkliligi, dokularda bulunma oranlar1 ve
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bulunduklar yer agisindan kahverengi-kirmizi polimerik pigmentlerin renk siddetleri de

degismektedir.

1.5. Polifenol Oksidazin inhibisyonu

Meyvelerin olgunlagmasi, depolanmasi ve islenmesi esnasinda enzimatik
esmerlesmeden kaynaklanan ciddi ekonomik kayiplar meydana geldigi i¢in, enzimatik
esmerlesmenin kontrolii, besin isleme endiistrisinde olduk¢a 6nemli olup arastirmacilar
tarafindan da ilgi gormektedir (Lee ve Park, 2005). Gida endiistrisinde PFO tarafindan
sebep olunan esmerlesme reaksiyonlarinin ehemmiyetinden dolayr birgok bilesik

potansiyel PFO inhibitorii olabilme agisindan degerlendirilmistir (Seo vd., 2003).

Esmerlesme reaksiyonlarinin inhibe ettigi bilinen bilesikler siilfitler, askorbik asit
ve tiirevleri, okzalik asit, sitrik asit ve tiyol bilesikleri olarak siralanabilir (Altukaya ve
Gokmen, 2008). PFO aktivite tayininde inhibitdr olarak askorbik asit olarak
kullanildiginda reaksiyon baslangicinda absorbanstaki degisim belli bir siire
izlenememektedir. Bu lag periyodu olarak bilinmektedir. Bu siire sonunda hemen
hemen biitiin askorbik asit dehidroaskorbik aside doniismekte ve bu periyoda

ulasildiktan sonra PFO tarafindan iiretilen 0-kinon miktar1 artar (Colak vd., 2007).

Siilfitler, PFO’ da ¢ok kullanilan inhibitdr olmasina ragmen meyve sebzelerin taze
olarak pazara sunulmasi, satilmasi durumunda kullanimina izin verilmemektedir (FDA,
1996). Enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesmeyi Onleyen  siilfitler,
mikroorganizmalarin biiylimelerini kontrol eder, agartici ve oksitlenmeyi Onleyici
madde olarak rol oynar. Siilfit kullanimimin avantajlarinin yaninda dezavantajlar1 da
vardir. Besinlerin yikict 6zelligi, bitki ve meyvelerin doku yumusamasi ve tatsizlik

meydana getirdigi bilinmektedir (Anonymous, 1991; McEvily vd., 1991).

PFO’ nun bir diger etkili inhibitorii sisteindir. Sistein tarafindan PFO’nun
ihibisyonunun, enzimin difenolaz aktivitesi ile olusan o-kinonlarla sisteinin tiyol-
konjugatlarin1 olusturulmasindan ileri geldigi diisliniilmektedir. Sistein, olusan o-
kinonlar1 onunla ilgili fenollere indirgeyerek inhibisyonu gerceklestirmis olur (Marshall,

2000).
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PFO, prostetik grup olarak bakir ihtiva eden bir metaloenzim oldugu i¢in, siyaniir,
karbon, monoksit, sodyum dietil ditiyo karbamat (DIECA), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi metal selatlayici reaktiflerle
inhibe edilebilir (Laurila vd., 1998).

Benzoik asit ve sinamik asidi bazi tlirevleri elma, armut, kayisi, tatli kiraz ve
patateslerden elde edilen enzimler iizerinde yarismali inhibisyon etkisi gosterdigi
bulunmustur. K; degerleri, sinamik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, m-kumarik asit, o-
kumarik asit ve benzoik asit sirasiyla artis gosterirler. Aromatik asit inhibitorleri ya
direkt benzen halkas1 iizerinde ya da konjlige poziyonda serbest bir karboksilik grup
ihtiva etmeleri gereklidir. Diiz zincirli asit inhibitorleri etki gostermeleri igin, en az iki
konjlige etilen grubuna sahip olmalar1 gereklidir. Metilasyon inhibisyon ve K;
degerlerinin daha diisiik oldugu bulunmustur. Inhibitdriin benzen halkasinin
metilasyonu ya da hidroksilasyonu aktif bolgeyi yarismali olarak inhibisyona neden
bulunmustur (Soler-Mahnez vd., 1965).

Ayrica, cesitli sentetik orjinli PFO inhibitorleri de rapor edilmistir. Bunlardan
bazilar1 antidepresif ila¢ olan kaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2metilpropionil)-L-prolin] ve
antitroid ilag olan methimazol (1-metil- 2-merkaptoimidazol)’diir (Espin ve Wichers,

2001).

1.6. Enzim Aktivitesinin Tayin Metodlar:

PFO aktivitesi, farkli monofenolik ve difenolik substratlar varliginda ve cesitli
monomerik, polarografik, kronometrik ve spektrofotometrik yontemler yardimiyla
Ol¢iilebilmektedir. Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullanilan O3, bir
respirometre ile sistemin oksijen harcanmasi esasina gore manomerik olarak ya da bir
oksijen elektroduyla polarografik olarak 6l¢iilebilir. Kronometrik yontemle ise askorbik
asidin varhi@inda reaksiyon sirasinda rengin ilk goriindiigi an tespit edilir.
Spektrofotometrik islemlerde ise genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da
esmerlesme reaksiyonunun bir {iriiniiniin olusma hizinin Slgiilerek enzim aktivitesi tayin

edilir.
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PFO’ nun monofenolaz ve difenolaz aktivitesi 3-metil-2-benzotiyazolinon
hidrazon (MBTH) gibi kromojenik bir niikleofilik varliginda, oldukca duyarli ve dogru
bir sekilde spektrofotometrik olarak Olciilebilir. Bu metod niikleofilin yoklugunda ve
varliginda PFO tarafindan {iretilen 0-kinonlarini esas alir. Enzimatik reaksiyon sirasinda
olusan 0-kinon niikleofil ile katilma iirlinleri verir ve bu katilma tirtinleri 500 nm
civarindaki karakteristik absorbsiyonlar ile belirlenir (Rodriguez-Lopez vd., 1994)
(Sekil 14).

COOH COOH COOH
W/O/\/ PPO :Ij/\/ ij/\/
02 HO

M

Sekil 14. Polifenol oksidazin kromojenik bir niikleofil (MBTH) varliginda
monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri (M: monofenol, D: difenol,
K: 0-kinon, N: kromojenik niikleofil, ND: niikleofil-difenol renksiz
katilma tiriinii, NK: niikleofil-kinon kromoforik katilma {irtinii).

Son yillarda spektrofotometrik yontemler gelistirilmistir. Boylece PFO aktivitesi
daha dogru belirlenmesine olanak saglayabilen substratlar tasarlanmis ve sentezlenerek
difenolaz ve monofenolaz aktivitesinin dogrudan kantitatif olarak belirlenmektedir.
Bunlardan biride, geleneksel substratlar yerine bunlardan yapisal olarak benzeyen
diazo-tiirevleri olan substralarin kullanilmasiyla saglanmis olur (Haghbeen ve Tan,
2003). Bu teknikler disinda niikleer magnetik rezonans ve yliksek performansl sivi
kromotografi yontemleri de bazi aragtirmacilar tarafindan kullanilmis olmasina ragmen
bu yontemler oldukca pahali cihazlar1 ve uzmanhgi gerektirdigi i¢in yaygin olarak

kullanilmazlar.
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1.7. Polifenol Oksidaz’ in Kullanim Alanlar:

PFO’ nun tabiattaki en Onemli gorevi, bitkilerin viral veya mikrobiyal
enfeksiyonlara ve muhtemelen de degisik iklim sartlarina karsi direncinde rol

oynamasidir.

Bitkilerin enfeksiyonlara karsi olan diren¢lerinde PFO’ nun gorevi basitge soyle
aciklanabilir: Enzim etkisi sonucu olusan kinonlar, ikincil bir polimerizasyon
reaksiyonlart vererek, suda ¢oziinmeyen, koyu renkli polimerler olustururlar. Bu
polimerlerle doldurulan dokular, enfeksiyonun yayilmasina karsi bariyer gorevi
goriirler. Bu olay, bazi arastirmacilar tarafindan PFO’nun ana fonksiyonu olarak kabul
edilmektedir (Vamos-Vigyazo, 1981). Membranlarin lipid igeriginin azalmasi bu agidan
onemlidir. Bu durum membranlarin gegirgenligini etkileyebilir ve enzimin substratiyla
temasini kolaylastirarak bariyerlerin olusumunu arttirabilir. Diger bir teoriye gore de,
polifenollerin oksidatif polimerizasyonunun ara iirlinleri, enzimi inaktif edebilir veya

baz1 kararsiz bitki enzimlerine ve viriislere baglanabilir (Vamos-Vigyazo, 1981).

PFO’ nun o-dihidroksifenolleri oksidasyonuyla olusan kinonlar, triptofan ile
reaksiyona girerek, indolpiriivik asit iizerinden, indol asetik asidi olustururlar. Bundan

dolay1 PFO, bitki biiyiime regiilasyonunda rol alabilir (Vamos-Vigyazo, 1981).

PFO etkisiyle olusan kinonlar, humuslasma ve enzimatik olmayan kararmaya yol
acan benzer reaksiyonlara katilabilir ve bundan dolay:1 topragin organik maddelerinin

tiretimine katkida bulunabilir (Gul’ko ve Khaziyev, 1993).

Fermente i¢eceklerin koku ve tadina PFO etkisi, istenen bir durum olabilir. EIma
suyu ve fermente armut suyu iiretiminde, dogal olarak bulunan fenollerin
polimerizasyon ve kondanse olmus oksidasyon iiriinleri c¢oker ve filtrasyonla
uzaklastirilir. Uziim fenollerinden, baslica katesinler, enzim ile olusturulan kinonlar,
amino asitlerle reaksiyona girebilir ve son iiriin olarak ugucu aldehidleri verirler

(Erzengin, 2002).

Bazi un tiirlerinde bulunan yiiksek PFO aktivitesi, ekmek veya makarna
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iriinlerinde kararmay1 meydana getirir. Enzimatik olarak olusan kinonlarin, kazein gibi
proteinlerle reaksiyonu, makarna {irlinlerinin sindirimini ve lisin igerigini azaltir. Bu
durum, besinlerin besleyici degerlerini etkileyebilir. Enzimatik renk degisimi, pancar ve
seker kamisinin islenmesi esnasinda son lriiniin rengine etki edebilecegi gibi olusan
polimerler, sekerin kristalizasyonunu da zorlastiracagindan ve verimi diisiireceginden
dolayr da istenmeyen bir durumdur (Gross ve Coombs, 1975). En istenmeyen durum
ise, PFO tarafindan olusturulan kinonlarin, diisiik indirgenme-yiikseltgenme
potansiyeline sahip bilesikleri okside etmesidir ki bu bilesikler dihidroksifenollere
indirgenmektedir. Bundan dolay1 kinonlar, enzimin oksidatif etkisine yeni substrat
saglamayi, reaksiyon Triinleriyle inaktive oluncaya kadar veya indirgenme-
yiikseltgenme potansiyeline sahip bilesikler tiikeninceye kadar devam ederler. Bu olay,
askorbik asidin kinonlar {izerinde nasil bir etki yaptigini ve bu bilesigin renk degisimini
nasil onledigini gostermektedir. Askorbik asidin tamamu tiikeninceye kadar, kinonlar
stirekli olarak indirgenir ve bdylece, kinonlar birbirleriyle veya doniigiimsiiz renkli
polimerler olusturabildikleri amino asit veya proteinlerle reaksiyon veremez. Bundan
dolay1, enzimatik kararmanin olusumu dokulardaki vitamin C’ nin tamaminin bittigini
gosterir. Patlican, visne ve kirazda goriildiigii gibi, antosiyaninler, PFO tarafindan
olusturulan kinonlar ile benzer sekilde bozundurulurlar. Askorbik asit, antosiyanin
oksidasyonunu diisiik indirgenme-ylikseltgenme potansiyeli ile engeller (Vamos-

Vigyazo, 1981).

Tip ve endiistri alanlarinda kullanilmak iizere, PFO tarafindan sentezlenen
maddeler bilinmektedir ve 6zellikle, PFO, melanin olusumunda gorev almasi nedeniyle
tibbi alanda dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Suda ¢dziinmeyen heteropolimer yapidaki
melanin, 5,6-dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit birimlerinden
olusur ve 6zellikle kozmetik sanayi tarafindan, giinesin ultraviyole 1s1¢indan korunmak
amaciyla iretilir. Ayrica, ilag tutuklamada miyopolimer olarak da bu melaninlerden
yararlanilmaktadir. Bundan baska, bazi kanser tiirlerinde, kanserli hiicrede tirosinaz
aktivitesinin oldukga arttig1 gozlemlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde, enzimin
melanin sentezleme oOzelliginden faydalanilmasi giindeme gelmistir (Cigek, 2000).
Memelilerde tirosinazin aktif bi¢imi, melanositler igerisinde bulunan O6zellesmis
sitoplazmik graniiller olan melanozomlarda bulunmaktadir. Dewey ve arkadaslari

(1977) tirosinazin bir substrati olan 4-hidroksianizoliin, farelerde Harding-Passey
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melanomasinin gerilemesine sebep oldugunu bildirmislerdir.

Cho vd. (2003) yapilan bir ¢alismada, PFO’ nun biyosentetik bir reaksiyonda,
enantiyomer segici bir rol oynadigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, PFO, sadece (+)-
larreatrisini  (+)-3’-hidroksilarreatrisine hidroksillerken, enantiyomeri olan (-)-3'-
hidroksilarreatrisine  hidroksilleyememistir. Bu da PFO’nun yiiksek substrat

spesifitesine sahip oldugunu gostermektedir.

PFO’ nun kullanildig1 bir baska 6nemli alan ise Parkinson hastaliginin tedavisinde

kullanilan L-DOPAnin iiretimidir (Whitaker 1995).

1.8. Serbest Radikaller

Kimyasal bilesikler, iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag
olusturmasi ile meydana gelir. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarilmistir ve bu
elektronlarin diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlar ¢iftlenmis
halde bulunur. Eger elektron ¢iftlenmemis ise molekiil daha reaktif ve kararsiz duruma
gecer. Bir ya da daha fazla sayida ¢iftlenmemis elektrona sahip element veya bilesiklere
serbest radikaller denir. Serbest radikallerdeki ¢iftlenmemis elektronlar kararli duruma
gecmek ister ve kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir
serbest radikal haline dontstiiriir. Serbest radikallerin baglattigi bu zincirleme
reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder. Bu
durum aslinda hayatin her evresinde yasamakta oldugumuz dogal bir stirectir (Gokpinar
vd. 2006). Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan
iirtinii olarak, gerekse radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasallarin etkisi ile olusur.
Metabolizma yan tirlinleri olarak siiperoksit anyonlar1 (O, O:), hidrojen peroksit (H,0,)
ve hidroksil radikali (OH") gibi mutajenler meydana gelir. Ayrica NADPH oksidaz gibi
baz1 enzimler kii¢iik miktarlarda reaktif oksijen kaynaklari (ROS) iiretir (Kazang 1997,
Gokpinar vd. 2006).

25



1.9. Antioksidanlar

Antioksidan, bir bagska molekiiliin oksidasyonunu yavaslatabilen veya onleyebilen
bir molekiil olarak tanimlanabilir (Moon ve Shibamoto 2009). Antioksidanlar viicutta
serbest radikaller ile reaksiyona girerek oto oksidasyonu Onleyen savunma
mekanizmalaridir. Yasamsal olaylarin devamliligi i¢in gerekli olan oksijen ayni
zamanda birgok hastalik ve dejeneratif gelisimin nedeni olarak goriilmektedir.
Insanlarda metabolik olaylar sirasinda oksijen kullanimina bagl olarak siiperoksit (O5),
hidroksil (OH"), peroksil (ROO), alkoksil (RO"), semikuinon (Q°), nitrik oksit (NO") 4
kokleri ile hidrojen peroksit (H,0;), peroksinitrit (ONOQ) ve singlet oksijen (‘'O,) gibi
aktif oksijen formlar1 meydana gelmektedir. Ayrica radyasyon, ¢esitli gazlar, agir
metaller, herbisitler, pestisitler ile tedavi amagh kullanilan bir¢ok ilag, oksidatif stres
nedeni olarak gosterilen aktif oksijen olusumuna neden olurlar. Oksidatif stres, normal
metabolik faaliyetler i¢in gerekli olan aktif oksijen-antioksidan dengesini aktif oksijen
lehine bozarak; DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde zararlanmaya yol agmakta ve
basta koroner hastaliklar, kanser, diyabet ve karaciger tahribati olmak {izere bir¢ok

hastaliga neden olmaktadir (Yiicel ve Otles, 2001).

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirirler;

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine
denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekide etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarin1 kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve
agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar (Gokpinar

vd., 2006).

Vitamin E ve C, karotenoidler ve fenolik bilesikler antioksidan 6zellikleri ile
dikkat ¢ceken maddelerdir. Vitamin C, siiperoksit, hidrojen peroksit, hipoklorit, hidroksil
ve peroksil kokleri ile singlet oksijen formundaki aktif oksijenlerin temizlenmesinde en

etkili antioksidandir. Vitamin E ise hidroksil, alkoksil, peroksil kokleri ve singlet
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oksijen gibi aktif oksijen formlarmin neden oldugu oksidasyonu oOnler. B-karoten
antioksidan 6zelligini singlet oksijen aktivitesi (viicudun 1518a hassasiyet reaksiyonu) ve

peroksil koklerine karsi gdstermektedir (Yiicel ve Otles, 2001).

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalarda, antioksidan yapilarin etki mekanizmalari ile
birgok hastaligi Onleyebildigi belirlenmistir. Son zamanlarda aragtirmacilar dogal
antioksidan olarak degerlendirebilecegimiz, bitkilerde bulunan polifenoller ve
flavonoidlere daha ¢ok ilgi gostermektedirler (Frankel ve Finley, 2008; Moon ve
Shibamoto, 2009).

1.10. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Son yillarda endiistri alaninda en Onemli gelismeler, biyolojik sistemlerin
kullanildig1 kimyasal reaksiyonlarla iligkili olmaktadir ve c¢esitli reaksiyonlarda
kullanilabilecek organizmalara veya saf enzimlere olan talep ve ihtiyac gittikce
artmaktadir. Enzim ya da enzim gruplarn tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel
organik reaksiyonlarindan ¢ok daha yiiksek verimle ve reaksiyon karisiminda yiiksek
saflikta tirin olusumu seklinde meydana gelir. Enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin
ortaya konmasi ile ¢ok ¢esitli endiistriyel kullanimlart miimkiindiir. Bu sebeple, bazi
0zel kimyasal maddelerin iiretiminde enzimlere gittikge daha fazla ihtiyag
duyulmaktadir. Enzim katalizli polimerlesme reaksiyonlar: ile elde edilen polimerler,
0zel kimyasal maddelerin tretiminde, enzimlerin ne derece spesifik oldugunu
gostermektedir. Bazi fenol tiirevlerinin, polifenollerin, polianilinlerin, polifenol
oksidazlar kullanilarak 1limli reaksiyon sartlart altinda yiikseltgenme yoluyla
polimerlestirildikleri belirtilmistir (Ikeda vd., 1996).

Dolayisiyla, PFO’ lar veya benzeri reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler bu agidan
son yillarda oldukga ilgi toplamislardir. Endiistriyel acilardan degerlendirildiginde
sadece birka¢ oksidorediiktaz, cesitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Ancak bu tiirden
yeni enzimlerin saflagtirilip karakterize edilmesi ile bazi yeni iiriinlerin enzimatik
sentezi miimkiin olabilecektir. Bitkilerde bulunan bu tiir enzimler, potansiyel kaynaklar

olarak ortaya ¢ikmaktadirlar.
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Yoremizde yetisen eriklerde PFO’ larmin varligi, bu tiirden ¢aligmalarin daha
kapsamli bir sekilde yapilip, endiistriyel uygulamalar i¢in kullanisli olabilecegi
acisindan onem arz etmektedir. Bu kaynaklardan PFO’ larin saflastirilmasi ile gesitli ve
yeni bazi polimerlerin veya diger kimyasal maddelerin sentezi islemlerinde

kullanilabilirliklerinin arastirilmasit hiz kazanacaktir.

Bu ¢alismada, Ardahan ili Posof Ilgesi Tiirkgdzii Koyii’ nden alinmis olan Cancur
Eriginden (Prunus domestica L.) baz1 fenolik bilesiklerin yiikseltgenmesinden sorumlu
oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan PFO, bir tiir adsorpsiyon kromatografisi olan
Sepharose 4-B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli (Arslan vd., 2004) ile
saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin karakterizasyonu kapsaminda, optimum pH ve
sicakligl, pH kararliligl, protein ve substrat konsantrasyonunun, metal iyonlarinin ve
baz1 genel PFO inhibitorlerinin aktivite lizerine etkisi arastirilarak, bazi kinetik verileri
incelenmistir. Ayrica Cancur erignin fenolik madde miktar1 belirlenerek, sulu 6ziitiiniin

antioksidan kapasitesi tespit edilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Bu calismada enzim kaynagi olarak Ardahan’ in Posof ilgesi Tiirkgozii Koyii’

nden toplanan Cancur Erigi (Prunus domestica L.) kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, tretici firmalar marka ve modelleriyle birlikte

Tablo 1’ de verildi.

Tablo 1. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz Ad1

Firma

Model

Spektrofotometre
Sogutmal1 Santrifiij
Protein elektroforez
pH metre

Blendar

Vorteks

Terazi

Gti¢ Kaynag:

Shimadzu

Termo Scientific
Bio-RAD
Thermo Scientific
Sinbo

Velp Scientifica
Precisa

Thermo Scientific

UV-1601UV-Visible Spektrophotometer
Heraeus Multifugure X3R

Mini Protean Tetra Cell

ORION 3 Star pH Benchtop

SHB-3002

Vortex Mixer

XB 220A

EC 300 XL

29



2.2.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsamimda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Tablo 2° de verildi.

Tablo 2. Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari.

Kimyasal madde Firma

Enzim Oziitii Hazirlama Cozeltisinde Kullanilan . .
Triton X- 114, PMSF, EDTA ve MgCl, 2/.'5 n?a:omed'cals'
Protein Elektroforezinde Kullanilan

N, N, N" N'- tetrametilen diamin(TEMED), Sigma, Fluka,
Amonyum persiilfat (APS), Akrilamid, Carlo Erba

N, N'- metilen bisakrilamid, Gliserol,

Bromofenol Mavisi, Glisin, Commansie Brillant Blue R- 250,

SDS

Substratlar

4-Metil Katekol, Katekol, DHPPA, L-Trosin, p-Kumarik Sigma, Merck
Asit, DHHSA

Inhibitorler Sigma
Sodyum Metabisiilfit, Benzoik Asit, Askorbik asit,

Sodyum Azid

Lowry Protein Tayininde Kullanilan .

Sigir Serum Albumini( BSA), Na,COs, CuSO,.5H,0, i‘gnl‘fc’h';"rf]mk’
Na-K Tartarat ve Folin Reaktifi PP
Coziiciiler

HCI, Asetik Asit ve Metanol Merck, Tekkim

Antioksidan Testlerde Kullanilan
ABTS, Troloks, K,S,05 KH,PO,, Gallik asit, DPPH', Sigma, Merck
CuCl,, Neokuproin, CH3COONH,, BHT

Tamponlar ve Diger Kimyasallar,

CH3COONa, MOPS, NaHSO3, Tris, MgCl,, BaCl,,

CaCly, MnCl;, NiCly, ZnCl,, CoCl,, NaCl, FeCl;, Sigma, Merck
NaCI, NaOH, Na,HPO,4, Na,CO3, NaCH;COO, Na,COy,

NaN03, NaHC03, Na,SOqy, Na2503, NaHSOy,,
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2.2.3. Kullamlan Cozeltiler

2.2.3.1. Tampon Cozeltiler ve Hazirlamislari

1. Asetat Tamponu (50 mM, pH 4.0): 0.205 g sodyum asetat yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 M asetik asit ile ile 4.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

2. Asetat Tamponu (50 mM, pH 5.0): 0.205 g sodyum asetat yaklasik 45 mL saf suda
¢ozildiikten sonra pH” s1 1 M asetik asit ile ile 5.0’ ¢ ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

3. MOPS Tamponu (50 mM, pH 6.0): 0.52 g MOPS yaklasitk 45 mL saf suda
¢ozildikten sonra pH’ s1 1 M NaOH ile 6.0’ ya ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

4. MOPS Tamponu (50 mM, pH 7.0): 0.52 g MOPS yaklasitk 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 M NaOH ile 7.0’ ye ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

5. Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0): 0.3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢ozildiikten sonra pH’ s1 1 M HCI ile 8.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

6. Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9.0): 0.3028 g Tris yaklagik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ st 1 M HCI ile 9.0’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

7. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 M NaOH ile 10’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

8. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 M NaOH ile 11° e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

9. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 M NaOH ile 12’ ye ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye

tamamlandi.
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2.2.3.2. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. Lowry A Cozeltisi (0.1 M NaOH iginde % 2 (a/h) Na,COs3 ): 0.4 g NaOH ve 2 g
Na,COs saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4
°C’de saklandu.

2. Lowry B Cozeltisi (% 1 CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi): 1 g CuSO4.5H,0 saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢6zelti +4 °C’ de saklandi.

3. Lowry C Cozeltisi (% 2 Na-K Tartarat Cozeltisi): 2 g Na-K tartarat saf suda
¢Oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4 °C’ de saklandi.

4. Lowry D Cozeltisi: 1 kisitm Lowry B ve lowry C karistirilarak hazirlandi.

5. Lowry E Cozeltisi: 0.5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandu.

6. Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1mg/mL): 5 mg BSA saf suda ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4 °C’ de saklandi.

7. 0.1 M NaOH iginde % 0.1 (a/h) SDS Cozeltisi: 0.4 g NaOH ve 0.1 g SDS saf suda

¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4 °C’ de saklandi.

2.2.3.3. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezinde
Kullanilan Cozeltiler

1. Ayirma Jeli Tamponu (1.5 M Tris-HCI): 5.4225 g Tris baz1 200 mL saf suda
¢oziilerek, pH’ s1 8.8’¢ ayarlanip hacmi 250 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi.
Cozelti +4 °C’ de saklandi.

2. Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI ): 0.2850 g Tris baz1 200 mL saf suda
coziilerek, pH’ s1 6.8’ e ayarlanip hacmi 250 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi.
Cozelti +4 °C’ de sakland.

3. SDS Cozeltisi (% 10): 10 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.

4. APS Cozeltisi (% 10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi 10 mL’ ye tamamlanarak
hazirlandi ve ¢ozelti -20 °C’ de saklandi.

5. TEMED: Satin alindig1 sekliyle kullanildi.

6. Akrilamid/Bisakrilamit Cozeltisi (% 30): 29.20 g akrilamid ve 0.80 g
N,N’-metilenbisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi ve
¢Ozelti +4 °C’ de saklandi.

7. Gliserol Cozeltisi (% 80): 80 mL gliseroliin hacminin saf suyla 100 mL’ ye

tamamlanmasi ile hazirlandi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Bromofenol Mavisi (0.1): 10 mg bromofenol mavisinin saf suda ¢6ziiliip hacminin
10 mL’ ye tamamlanmasiyla hazirlandu.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL pH 6.8 1 M Tris-HCI, 400 uL % 10 SDS,
100 puL % 0.1 bromofenol mavisi, 250 uL % 80 gliserol ve 60 pL 2-
merkaptoetanol’ iin karistirtlmasiyla hazirland1 ve kiiciik kisimlara ayrilarak, -20
°C’ de sakland1.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7.20 g Tris ve 1.50 g glisin yaklasik 480 mL saf
suda ¢oziildikkten sonra 10 mL SDS (% 10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8.3 e
ayarlandi1 ve ¢6zelti hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL pH 6.8 1 M Tris-HCI, 100 pL % 0.1
bromofenol mavisi, 250 pL % 80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmasiyla
hazirland: ve kiigiik kisimlara ayrilarak, -20 °C de saklandi.

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7.2 g Tris ve 1.5 g glisin yaklasik 490 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH 8.3’¢ ayarlandi ve ¢oOzelti hacmi 500 mL’ye
tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250° nin 62.5 mL glasiyel
asetik asit ve 93.5 mL metanol i¢inde ¢ozlilmesiyle hazirlandi.

Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyel asetik asit, 400 mL metanol ve 600
mL saf su karistirilarak hazirlandi.

Substrat Boyama Cozeltisi: 24 mM L-DOPA 100 ml saf suda hazirlandi.

2.2.3.4. Giimiis Boyama Céozeltileri

Destaining Cozeltisi: % 50 metanol, % 45 saf su, % 5 asetik asit.

Oksidator: 0.05 g potasyumdikromat, 10.2 pL nitrik asit ( % 65’ lik) alinarak hacmi
saf su ile 50 mL’ ye tamamlandh.

Gilimiis Boyasi: 0.1 g giimiis nitrat saf suda coziilerek hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi.

Developer: 1.48 g Na,COs3, % 1.85 p-formaldehit alinarak hacmi saf su ile 50 mL’

ye tamamlandi.
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2.2.3.5. Afinite Jelinin Sentezinde Kullanilan Tamponlar

1. 0.1 M pH 10.0 NaHCO3 Tamponu: 4.200 g NaHCO3 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M
NaOH ile pH’ s1 10.0’ a ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

2. 0.2 M pH 8.8 NaHCO3; Tamponu: 4.200 g NaHCO3 450 mL saf suda ¢oziilip 1 M
NaOH ile pH’ s1 8.8 e ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

3. 0.01 M pH 6.0 Na;HPO, Tamponu: 0.71 g Na;HPO4 mL saf suda ¢oziiliip 1 M
NaOH ile pH’ s1 6.0’ a ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

4. 50 mM pH 5.0 Asetat Tamponu (Afinite Jelini Yikama ve Dengeleme Tamponu):
3.40 g sodyum asetat 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik asit ile pH’ s1 5.0’ a
ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

5. 50 mM pH 8.0 Fosfat Tamponu i¢inde 1M NaCl (Eliisyon tamponu): 3.10 g
KoHPO,4 ve 29.25 g NaCl 450 mL saf suda ¢oziilip IM HCI ile pH’ s1 8.0’ a

ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

2.2.3.6. Substrat Cozeltilerinin Hazirlanisi

1. 100 mM 4-Metil Katekol: 0.124 g 4-metil katekol az saf suda ¢oziiliip hacim saf
su ile 10 mL’ ye tamamlandi.

2. 100 mM Katekol: 0.11 g katekol az saf suda ¢6ziiliip hacim saf su ile 10 mL’ ye
tamamlandi.

3. 100 mM DHPPA(3-(3,4-dihidroksifenil)propiyonik asit): 0.182 g DHPPA az saf
suda ¢oziiliip hacim saf su ile 10 mL’ ye tamamlandi.

4. 100 mM L-Tirozin: 0.181 g L-Tirozin az saf suda ¢oziiliip hacim saf su ile 10 mL’
ye tamamlandi.

5. 100 mM p-Kumarik Asit: 0.164 g p-Kumarik Asit az saf suda ¢oziiliip hacim saf su
ile 10 mL’ ye tamamlandi.

6. 100 mM DHHSA: 0.18 g DHHSA az saf suda ¢6ziiliip hacim saf su ile 10 mL’ ye
tamamlandi.

7. 10 mM MBTH: 0.022 g MBTH az saf suda ¢6ziiliip hacmi saf su ile 10 mL’ ye

tamamlandi.
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2.2.3.7. Inhibitér Cahsmalarinda Kullamilan Cézeltilerinin Hazirlanisi

1. 10 mM Askorbik Asit: 0.0177 g askorbik asit az saf suda ¢6ziiliip hacmi saf su ile
10 mL’ ye tamamlandi.

2. 10 mM Sodyummetabisiilfit: 0.0199 g Na,S,0s saf suda ¢6ziiliip hacmi saf su ile
10 mL’ ye tamamlandi.

3. 80 mM Benzoik Asit: 0.098 g benzoik asit az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile 10

mL’ ye tamamlandi.
4. 100 mM Sodyum Azid: 0.065 g NaNj3 az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile 10 mL’

ye tamamlandi.

2.2.3.8. Ekstraksiyon Tamponu Hazirlanisi

Ekstraksiyon c¢ozeltisi: 0.84 g sodyum asetat (50 mM), % 6 (a/h) TX-114
deterjani, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl, ve 1 mM PMSF 80 mL saf suda ¢oziiliip 1 M

asetik asit ile pH’ s1 5.0’ a ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamlanda.

2.2.3.9. Toplam Polifenol Tayininde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlamisi

1. 1 mg/mL Gallik asit: 1 mg gallik asit alimip hacmi metanol ile 1 mL’ ye
tamamlandi.

2. % 10 NayCOs: 10 g NayCOg3 alinip hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

2.2.3.10. CUPRAC Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanis1

1. 10 mM CuCl;.2H,0: 426.25 mg CuCl,.2H,0 alinip hacmi saf su ile 250 mL’ ye
tamamlandi.

2. 7.5 mM Alkolik Neokuproin: 390.5 mg neokuproin alinip hacmi etanolle 250 mL’
ye tamamlandi.

3. 1 M pH 7.0 NH,CH3COO Tamponu: 19.27 g amonyum asetat aliip bir miktar
suda ¢ozildiikten sonra pH' s1 7.0’ ye ayarlanarak hacmi saf su ile 150 mL’ ye

tamamlandi.
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2.2.3.11. ABTS' Radikali Temizleme Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin
Hazirlanisi

1. 7mM ABTS: 36 mg ABTS alinip saf su ile hacmi 10 mL’ ye tamamlandi.
2. 2.45 mM K;S,0s: 3.312 mg K,S,0g alinip hacmi saf su ile 5 mL’ ye tamamlanda.
3. 5 mM Fosfat Tamponu: 0.34 g KH,P0; alinip hacmi saf su ile 500 mL’ ye

tamamlandi.

2.2.3.12.DPPH"Radikali Temizleme Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin
Hazirlanisi

1. 0.04 mg/mL DPPH: 4 mg DPPH alinip hacmi metanol ile 100 mL’ ye tamamlanda.
2. 0.02 mg/mL Troloks: 0.1 mg troloks alinip hacmi metanol ile 5 mL’ ye

tamamlandi.

2.2.4. Deneysel Calismalar

2.2.4.1. Ham Ekstragin Hazirlanmasi

Ardahan 1li° nin Posof Ilgesi Tiirkgdzii Koyii’ nden toplanmis olan Cancur Erigi
meyveleri (Prunus domestica L.) soguk zincir kosullarmda (6-8 °C) igerisinde
laboratuara kadar ulastirildiktan sonra 90 g’ 1 dewar igersindeki sivi azot ile 20 dakika
ozmotik soka tabii tutuldu. Ozmotik soka tabii tutulan meyveler, +4 °C* de el blendir1
yardimiyla 100 mL ekstraksiyon cozeltisi ilavesiyle 15 dakika iyice pargalandiktan
sonra 4 katli tiilbentten siiziildii. Elde siiziintii +4 °C de 20 dakika bekletildikten sonra
+4 °C’ de 15,000 devir/dk de 30 dakika santrifiijlendi. Elde edilen siipernatanta
proteazlari inhibe etmek amaci 1mM PMSF ilave edildi. Elde edilen bu ekstraktaki PFO

aktivitesi bir ay siire ile aktivitesini koruyabilmektedir.

2.2.4.2. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi tizerinde hazirlandi. Sepharose-4B' nin serbest
"OH gruplarinin modifikasyonunda yaygin olarak CNBr yonteminden yararlanilmistir

(Pathak ve ark., 1992). Ayn1 metot {iretici firma tarafindan onceden aktiflestirilmistir.
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Aktiflestirilmis olan Sepharose-4B’ ye L-tirozin baglandi. Reaktif tiirevde tirozine
diazolanmig p-amino benzoik asidin baglanmasi gerceklestirildi. Burada, tirozin afinite
jelinin uzant1 spesifik olarak baglayan kismimi (ligandini) olusturmaktadir, p-amino
benzoik asit polifenol oksidaz enziminin spesifik bir inhibitérii olup afinite jelinin
yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasinda basariyla
kullanilmistir. Afinite kolonu, p-aminobenzoik asit ise enzimi spesifik olarak baglayan
kismini (ligandini1) olusturmaktadir, p-aminobenzoik asit polifenol oksidaz enziminin
spesifik bir inhibitorii olup afinite jelinin yapisina girerek sdz konusu enzimin yiiksek

oranda saflastirilmasinda basariyla kullanilmistir.

2.2.4.2.1. Sepharose 4B" nin Aktiflestirilmesi ve Tirozin Baglanmasi

10 mL’ lik yatak hacmi i¢in 2.50 g kuru aktiflesmis CNBr Sepharose-4B jeli
tartildi. Tartilan aktiflesmis sepharose-4B bir miktar destile su ile iyice yikanarak
safsizliklar uzaklastirildi. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam edildi (10-15
dakika). Cok miktarda buz siispansiyona katildi ve karigim bir buchner hunisine
nakledildi. Daha sonra 250 mL soguk 0.1 M NaHCOj3 tampon ¢ozeltisi ile (pH 10.0)
yikandi. 20 mL'sinde 15 mg tirozin i¢eren ayni tamponun soguk ¢ozeltisi ilave edildi ve
90 dakika karistirildi. Bundan sonra siispansiyon, 16 saat 4 °C' de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 420 nm' de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirildi. Yikama, 100 mL 0.2 M
NaHCO; tamponu ile (pH 8.8) tekrarlandi. Tirozinle modifiye Sepharose-4B, ayni
tamponun 40 mL' si i¢ine alind1 (Yerlitiirk, 2003).

2.2.4.2.2. p-Aminobenzoik Asidin Baglanmasi (Ligandin Baglanmasi)

25 mg p-aminobenzoik asit, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HC1 igerisinde ¢oziildi. 75
mg NaNO; ihtiva eden 0 °C' deki 5 mL ¢dzelti, p-aminobenzoik asit ¢ozeltisine damla
damla akitildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazonlanmis bulunan p-amino benzoik
asit, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH 9.5 a ¢ikarilarak
sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1L saf su ve ardindan
200 mL 0.01 M NayHPO4 (pH 6.0) tamponu ile yikand1 ve ayn1 tamponda muhafaza
edildi (Yerlitiirk, 2003).
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2.2.4.3. Enzim Cozeltisinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1x10 cm boyutlarindaki bir kolona paketlenerek 0.05 M
fosfat (pH 5.0) ile dengelendi. Diyaliz sonrasi elde 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. Daha sonra
0.05 M Na;HPO4/IM NaCl tamponu (pH 8.0) ile enzim eliisyonu ve 5' er mL
fraksiyonlar halinde gergeklestirildi. Toplanan tiiplerde 650 nm' de protein ve 500 nm'
de enzim aktivite tayini yapildi. (Yerlitiirk, 2003).

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

aminobenzoik asitin baglanmasi ile ilgili reaksiyonlar Sekil 15’ de verildi.

38



O—C=N O
OH
pH 11.0 N
+ CNBr T>
~
~ OH HBr OH

CNBEr ile aktiflestirilmis Sefaroz-4B

HO

COOH

\

i
+, 1-
. Ny —C—NH C—CHOOH
Diazolanmis p-aminobenzoik asit |

COOH

pH 9.5

I

O—C— NH— C—CHQ
COOH O

~

COOH
OH

Sekil 15. Afinite jeli sentezinin asamalarinda gergeklesen reaksiyonlar.

2.2.4.4. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi (Lowry vd., 1951) ve protein
standardi olarak BSA kullanildi. Kalibrasyon grafigi cizebilmek amaciyla hazirlanan
BSA c¢ozeltisinden (I mg/mL) deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL
konuldu. Bu sekilde tiiplerde BSA’ nin nihai konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100
pug/mL olmasi saglandi. Standart igeren tiiplerin disinda ham enzim kaynagindan,
amonyum siilfatla ¢coktiiriilen ve amikon filtreden gegirilen protein karisimindan ve saf
proteinden ayr1 bir deney tiipline 5 pL ilave edildi. Standartlarin ve Ornegin son

hacimlerini 500 pL tamamlayacak sekilde 0.1N NaOH igindeki % 0.1 (a/h) SDS
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¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi. Her bir tiipe 1 mL Lowry E ¢dzeltisi (% 2
sodyum-potasyum tartarat, % 1 CuSO4.5H,0 ve 0.IN NaOH igerisinde % 2 Na,COg)
ilave edilip vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Standartlara ve
numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin reaktifinden 100 pL ilave
edildi ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi. 650 nm’ de absorbanslar okundu.

Kalibrasyon grafigi cizilerek 6rneklerdeki protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.2.45. Elektroforez

Saflasmanin derecesini belirlemek icin % 10’ lik dogal-PAGE ve molekiil
agirligini belirlemek i¢in % 12’ lik SDS-PAGE yapildi.

2.2.4.5.1. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-PAGE, Sambrook ve arkadaglarina (1989) gore % 5’ lik yigma jeli ve % 12°
lik ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 3).

Hazirlanan jel karigimi plakalar arasina yiiklendikten sonra tanka yerlestirildi ve
tank SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Kuyucugun birine enzimin molekiil
agirhgint belirlemek amact ile molekiil agirliklar1 10-250 kDa arasinda degisen
proteinleri igeren standart protein ¢ozeltisi yiiklendi. Daha sonra diger her bir kuyucuk
yaklagik 30 pg protein igerecek sekilde dogal SDS-PAGE yiikleme boyasi ile karistirildi
ve kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Bu sayede ii¢ boyutlu yapisi bozulan

proteinler Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara yiiklendi.
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Tablo 3. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler ve oranlari.
% 5’ lik Yigma Jeli % 12’ luk Ayirma Jeli

Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 4,0
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1.0 M Tris (pH 6.8) 0,5
1.5 M Tris (pH 8.8) 2,5
% 10 SDS 0,04 0,1
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Elektroforez linitesi buz dolu bir kabin i¢ine yerlestirilerek, proteinler, yigma
jelinden ¢ikana kadar 20 mA’ de, daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina gelene
kadar yaklasik olarak 1-1.5 saat 25 mA’ de yiiriitiildii. Tanktan ¢ikarilan jel iizerine jel
boyama c¢ozeltisi ilave edildi ve 3 saat boyunca boyamaya birakildi. Boyanan jel,
boyanin fazlasini uzaklastirmak ve protein bantlarin1 goriiniir hale getirmek amaciyla

boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yikandi.

2.2.4.5.2. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Dogal PAGE, SDS i¢ermeyecek sekilde hazirlanan % 5’ lik yigma jeli ve % 10’
luk ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 4).

Tablo 4. Dogal-PAGE de kullanilan bilesenler ve oranlari.

% 5’ lik Y1gma Jeli % 10’ luk Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 31
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1.0 M Tris (pH 6,8) 0,5 ---
1. M Tris (pH 8,8) --- 2,5
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Jel SDS-PAGE’ de oldugu gibi ancak SDS igermeyecek sekilde hazirlandiktan
sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal PAGE yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Her bir
kuyucuk yaklasik 40 pg protein icerecek sekilde dogal PAGE yiikleme c¢ozeltisi ile

karistirildi ve Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez {initesi
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buz dolu bir kabin igine yerlestirilerek, boya yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’ de,
daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina gelene kadar yaklasik olarak 1-1.5 saat 25

mA’ de yiiriitiildii.

2.2.4.5.3. Substrat ve Coomassie Brillant Blue R- 250 Boyanmasi

Dogal elektroforez sonucu sisteminden ¢ikartilan jel ikiye boliindii. Jelin bir tarafi
substrat boyama ¢ozeltisi (L-DOPA) diger tarafi da Coomasie Brillant Blue R- 250
boyama ¢ozeltisi igerisinde hafifce calkalanarak 2 saat bekletildi. Protein bantlarinin
daha iyi goriinmesi i¢in coomasie brillant blue R- 250 boyama ¢ozeltisi ile boyanan jel
% 30 metanol, % 10 asetik asit karisimiyla boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yaklagik 3—4
saat muamele edildi. Bantlar1 goriiniir hale getirilen jeller, jel goriintiilime cihazinda
kaydedildi.

2.2.4.5.4. Giimiis Boyama

SDS-PAGE elektroforez sonucu sistemden ¢ikarilan jel destaining ¢ozeltisi
icerisinde hafifce ¢alkalanarak 20 dk bekletildi. Bu siire sonunda jel saf su ile 1 kez
yikanarak oksidator igerisinde 10 dk bekletildi. Olusan sar1 renk uzaklasincaya kadar
yaklasik 15 dk saf su ile yikandi. Sudan ¢ikarilan jel 25 dk giimiis boya icerisinde
bekletildi. Daha sonra jel 1 dk boyunca saf su ile yikandi. Yikama islemi bittikten sonra
protein bantlar1 goriiniir hale gelinceye kadar jel developer igerisinde tutuldu. Protein
bantlar1 yeterince goriiniir ve net hale geldiginde boyamayi durdurmak i¢in jel % 5’ lik

asetik asit ¢ozeltisine aktarildi, jel goriintiileme cihazinda kaydedildi.

2.2.4.6. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Tayini

Cesitli  substratlar varliginda spektrofotometrik yontemlerle PFO aktivite
Olgtimleri yapildi (Espin, 1995). Aktivite dlglimleri i¢in y pL enzim + x pL substrat
(100 mM) + x uL MBTH (10 mM) + 20 uL DMF + [980-(2x+y)] nL tampon (50 mM)
¢ozeltisi ilave edilerek 500 nm’deki absorbans degerleri tespit edildi. Tampon olarak 50
mM pH: 3.0; 50 mM Asetat pH 4.0-5.0; 50 mM fosfat pH 6.0-7.0; 50 mM Tris pH 8.0-
9.0 tamponlar kullanildi. 0.1-30 mM substrat konsatrasyonlarinda ¢aligildi.
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Absorbansdaki artiglar 1 dakika boyunca kaydedildi. Denemeler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi.

Cancur erigi PFO’ su L-tirozin, p-kumarik asit, 3,4-dihidroksihidrosinnamik asit
(DHHSA), 3,4-dihidroksifenil propanoik asit (DHPPA), katekol ve 4-metil katekol
substratlar1 ve  MBTH niikleofil kromojeni kullanilarak gergeklestirilen aktivite
deneylerinde verilen her bir substratin maksimum absorbans verdigi dalga boylarindaki

molar absorplama katsayilar1 kullanilarak analiz edildi.

2.2.4.7. Optimum pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Optimum pH c¢alismasi; L-Tirozin, p-kumarik asit, DHHSA, DHPPA, 4-metil
katekol ve katekol substratlari varliginda pH 4.0-10 arasindaki degerlere sahip uygun
tamponlarda oda sicakliginda gerceklestirildi. Bu substratlarla enzimin substrata
doydugu noktalarda uygun tampon ¢ozeltilerde enzimin gosterdigi aktiviteler

spektrofotometrik olarak tespit edildi.

Optimum sicaklik degerleri yine ayn1 substratlarda yapildi. Substratlarin optimum
pH degerlerinde PFO’nun optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in, PFO aktivitesi 10 °C’
lik artislarla 10-80 °C araliginda incelendi. Istenilen sicakliklar oda sicakliginin altinda
olanlar sogutmali inkiibatorde, oda sicakliginin iizerinde olanlar ise Thermoblok’ ta
ayarlandi. PFO aktivitesi, karisitma tampon, MBTH, DMF ve enzim c¢ozeltisi ilave
edildikten sonra miimkiin oldugunca hizli bir sekilde aktivite dlgiimleri yapildi (Dinger

vd., 2003). Tiim ¢alismalar {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

2.2.4.8. Farkl Substratlar i¢cin Optimal Sartlarda Polifenol Oksidaz Kinetiginin
Incelenmesi

Meyve oziitlerindeki PFO’ nun ¢esitli substratlara karst davranigini ve ilgisini
ortaya koyabilmek i¢in optimize edilmis sartlarda L-Tirozin, p-kumarik asit, DHHSA,
DHPPA, 4-metil katekol ve katekol substratlari i¢in 0.1- 30 mM konsantrasyonlarinda
degistirilerek PFO aktivitesi 500 nm” de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Michaelis-
Menten esitligi esas alinarak degisen substrat konsantrasyonu degerlerine karsi

hiperbolik grafik (Michaelis- Menten), bu degerlerin ¢ift resiproklari ile elde edilen
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lineer grafik (Lineweaver- Burk) cizilerek enzimin substrat ile doyuma ulastigi
maksimum reaksiyon hizi (Vinaks) Ve Michaelis sabiti (K, ) degerleri ve doniisiim sayisi

(Kkat) bu egrilerden elde edilen veriler yardimiyla belirlendi.

PFO’ nun inhibisyon calismasinda yaygin olarak bilinen benzoik asit, askorbik
asit, sodyum metabisiilfit ve sodyum azid genel inhibitorleri kullanilmistir.
Inhibitérlerin PFO aktivitesine etkisi ve enzimin bu maddelere karsi davranisi yine
inhibitor yoklugunda ve varliginda benzer denemeler yapilmis ve ondan sonra elde
edilen veriler yukarida belirtilen grafiklere ilave olarak Dixon egrileri yardimiyla
degerlendirilip, inhibisyon tiirleri ve inhibisyon sabitleri hesaplandi ve sonuglar analiz

edildi. Tiim kinetik ¢alismalar ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.
2.2.4.9. Antioksidan Testler
2.2.4.9.1. Toplam Polifenol Tayini
Slinkard ve Singleton (1977) tarafindan ileri siiriilen metoda gore numunedeki
toplam ¢oziilebilir fenolik madde Folin-Ciocalteu reaktifi ile 760 nm’ de maksimum

absorbans veren renkli bir komplex olusturur. Gallik asit ile standart ¢aligma grafigi

hazirlanarak tayin yapildi. Pipetleme islemleri Tablo 5’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 5. Toplam fenolik madde tayini i¢in deney sartlari ( Slinkard ve Singleton, 1977)

Reaktif Standart(uL) Deney(uL)
Kor(uL)
Standart (Degisik - 20 -
konsantrasyonlarda)
Numune - - 20
Destile Su 700 680 680
0.2 N Folin Reaktifi 400 400 400
Tipler Vorteks ile karistirildi
% 10 Na,CO; 400 400 400

760 nm’de tanik deneye kars1 absorbans okundu

2.2.4.9.2. Bakir indirgeme Giicii (CUPRAC) Metodu

Yontem, Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin ¢dzeltisi ve amonyum asetat (pH
7 tamponu) cozeltilerinin karistirilmasindan sonra, iizerine tayin edilecek antioksidan
¢ozeltisinin ilave edilmesi ve bunu takip eden 60 dakika sonunda igerisinde antioksidan
bulunmayan referansa kars1 450 nm’de absorbans degerlerinin 6l¢iilmesinden ibarettir.

(Apak vd., 2006).

Igerisine sirasiyla 1 mL 10 mM CuCl,, 1 mL 7.5 mM Neokuproin ve 1 mL 1
M NH4CH3;COO konulup calkalanan tiiplere, erigin sulu oziitiinden eklenip {izerine
toplam hacim 4.1 mL olacak sekilde saf su ilave edildi. Tiipler agz1 kapal1 bir bi¢gimde
60 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 450 nm’ de absorbans degerleri 6l¢iildii.
Ayni islemler troloks standartinin farkli konsantrasyonlar1 i¢in de uygulandi ve sonuglar
grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi elde edildi. Ardindan bu kalibrasyon grafiginin
egimi kullanilarak erigin troloks esdegeri cinsinden antioksidan kapasitesi hesaplandi

(Tablo 6).
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Tablo 6. CUPRAC yontemi i¢in pipetleme degerleri.

Test Renk Korii Kor et Korg,

10 mM CuCl, 1mL - 1mL 1mL
7.5 mM Neokuproin (alkolik) imL - 1mL 1mL
NH;CH;COO tamponu imL - 1mL 1mL
Numune X mL X mL - -
Su (1.1-x) mL - (1.2-x)ymL 11mL
Metanol - - X mL -
Etanol - - - -
Destile Su - (4.1-x) mL - -

1 saat sonra 450 nm’de absorbanslar okundu

2.2.4.9.3. ABTS Radikali Temizleme Yontemi

Miller and Rice-Evans (1997) ile Arts vd. (2001) tarafindan onerilen yontem
kullanildi. Bu yéntemin ayrintilar1 Kirca ve Ozkan (2007) tarafindan verilmistir. Bu
yontem, ABTS® (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonu
tarafindan tutulan antioksadatif maddelerin miktarinin, sentetik bir antioksidan olan
Troloks’ un (suda ¢dziinen E vitamini analogu) standart miktarlariyla kiyaslanarak bagil
olgiimiinii saglamaktadir. Olgiimler, mavi/yesil renkli stabil bir bilesik olan ABTS’
radikalinin kaybolusunun spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle yapildi. Mavi/yesil
ABTS" kromoforu olugturmak igin ABTS ve potasyum persiilfat arasinda gerceklesen

reaksiyondan yararlanilmistir.

Antioksidan aktivite tayini analizlerinde oncelikle 2.45 Mm potasyum persiilfat
iceren 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti, 20 °C’ ye ayarli bir inkiibatorde
(Sanyo MIR 253, Gunma, Japonya) 12-16 saat arasinda bekletilerek, ABTS' radikalinin
olusmasi saglandi. Bunun disinda; radikal ¢ozeltisinin 6rneklerin ve troloks standardinin

seyreltilmesinde kullanilacak olan PBS ( phosphate buffer saline) ¢ozeltisi hazirlandi.

Analize baslamadan 6nce ABTS' radikal ¢6zeltisinden 1 mL alinarak 734 nm’
de absorbans degeri 0.700+0.02 olcak sekilde yaklasik 90-100 mL PBS ile seyreltildi.
Seyreltilmis ABTS’ radikal ¢6zeltisinin 1 mL mikro kiivete alinmig, PBS ¢ozeltisine

kars1 okuma yapmak iizere spektrofotometreye yerlestirilmis ve baslangic absorbans
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degeri belirlendi. Daha sonra kiivet igerigi 1 mL olacak sekilde, mikro kiivete eklenen
990 pL radikal ¢ozeltisi iizerine ornekten 10 pL eklenir eklenmez kronometre
calistirlldi. 6 dakika boyunca, her bir dakika absorbans Ol¢limii yapilarak sonuglar
kaydedildi. = Orneklere  uygulanan  spektrofotometrik  uygulamalar  farkli
konsantrasyonlarda BHT (0.3125-10 pg/mL) standartlarina da uygulandi 6 dakika
sonunda saptanmis olan absorbans degeri esas alinarak, baslangi¢ degerine gore yiizde
azalma oranindan numune ve standartin degeri hesaplanarak numunenin SCsy degeri

standartin SCsp degeriyle kiyaslandi. (Tablo 7)

Tablo 7. ABTS radikal temizleme yontemi i¢in deney sartlari.
7mM ABTS

2.45 mM K,S,0g
16 saat bekletildi

5 mM pH 7.4 Fosfat Tamponu ile 734 nm’de 0.7 abs verene kadar seyreltildi
200 pL erik numunesi veya Standart + 1800 pL ABTS
5 dakika beklettikten sonra 734 nm’de saf suya kars1 okundu

2.2.4.9.4. DPPH’ Radikali Temizleme Yontemi

DPPH’ radikali (2,difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin aliabilen bir
radikal olup denemelerde satin alinan bu radikalin 100 pM’ lik metanolik ¢ozeltisi
kullanildi. Elde edilen 6ziit degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750
uL) DPPH" ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltileri karistirilip oda sicakliginda 50 dakika
inkiibasyona birakildi (Tablo 8). Siire sonunda DPPH™ ¢0zeltisi ve numunenin
¢ozildigl ¢oziicli kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar

grafige gecirilerek SCso degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi (Potterat ve vd., 1997).
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Tablo 8. DPPH" radikal temzileme yontemi i¢in deney sartlari.

Reaktif Kor(uL) Numune(pnL)
Standart ve Numune (Degisen - 750
Konsantrasyonlarda)
DPPH 750 750
Coziicii 750 -

50 dakika sonra 517 nm’de absorbans okundu
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3. BULGULAR

3.1. Polifenol Oksidazin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Sepharose-4B L-tirozin-p-aminobenzoik asit jeli sentezlenerek yapilan afinite
kromatografisi sonucu, toplanan eliiatlardan olusturulan fraksiyonlarda protein ve
katekol substrat1 varliginda aktivite tayini yapildi (Sekil 16). PFO aktivitesi gosteren 3-9

aras1 fraksiyonlar birlestirilerek elektroforez yapildi.
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Sekil 16. PFO’nun Cancur Eriginden Afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi sonucu
elde edilen fraksiyonlarin protein-aktivite profili.

1 den 20’ e kadar numaralandirilan fraksiyon tiiplerine gelen eliiatlar 4’ er mL
halinde toplandi. Saflastirilan PFO’ yu igeren fraksiyonlar birlestirilerek, elde edilen saf
enzim eliiatinda ve ham enzim 0ziitii ¢ozeltisinde Lowry yontemiyle toplam protein
tayini yapildi. Bu tayin sonucunda saf enzim eliatinda 0.0023 mg/mL ve ham enzim
oziitlinde ise 0.14 mg/mL protein miktar: tespit edildi. Ham enzim &ziitiinde PFO’ nun
Ozgiil aktivitesi 5809.5 EU/mg protein iken, saf enzimin 6zgiil aktivitesi 375347.8
EU/mg protein olarak bulundu. Cancur Erigi 6ziitiinden PFO enzimi afinite kullanarak

65 kat saflastirilarak elde edildi (Tablo 9).
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Tablo 9. Cancur Eriginden saflagtirilan PFO’ ya ait saflagtirma tablosu.

Protein Miktari Aktivite Ozgiil Aktivite Saflagtirma
(mg/mL) (EU/mL) (EU/ mg protein) katsayisi
Ham Enzim Oziitii 0,14 813,3 5809,5 1
Saf enzim 0,0023 863,3 375347,8 65

Hazirlanan enzim 6ziitiinde ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen saf enzim
eliiatinda, polifenol oksidazin varlig1 yapilan dogal elektroforezle ve molekiil agirligi
SDS-PAGE ile ortaya konuldu. Dogal elektroforez jeli boyama ¢ozeltisi (L-DOPA) ile
coomassie brillant blue R-250 boyas1 ve SDS-PAGE jeli giimiis boyama teknigi ile
boyandi. Saf proteini igeren elektroforez kromatograminda dogal boyama sonucunda iki
izoenzim tespit edildi. Olusan bantlar tarayici ile taranarak goriintiilendi (Sekil 17).
SDS-PAGE kromatogramindan elde edilen standart ¢aligma grafiginde PFO bantlari
denk molekiil agirliklar1 yaklasik olarak 32 ve 40 kDa olarak belirlendi (Sekil 18).

Sekil 17. Cancur erigi PFO’ sunun elektroforez profili (1: Ham 6ziitiin
substrat boyamasi; 2: Saf enzim substrat boyamasi; 3: Saf enzim
dogal elektroforez coomassie brillant blue R-250 boyamast;
4: Saf enzim SDS-PAGE giimiis boyama; 5: Standart protein
SDS-PAGE giimiis boyama; 6: Ham 6ziit SDS-PAGE giimiis boyama).
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Sekil 18. SDS-PAGE elde edilen standart ptotein ¢aligma grafigi.

3.2. Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.2.1. Aktivitesi Uzerine pH’ nin Etkisi

Cancur erigi PFO’ sunun L-tirozin, dihidroksihidrosinamik asit, DHPPA, p-
kumarik asit, katekol ve 4-metilkatekol substratlart varliginda en yiiksek aktivite
gosterdigi pH degerini belirlemek iizere, pH 4.0-10.0 degerleri arasinda hazirlanan
tamponlar kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Cizilen pH - % bagil aktivite
grafiklerinden enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH degerleri L-tirozin igin 6.0, 3,4-
dihidroksihidrosinnamik asit (DHHSA), DHPPA, p-kumarik asit substratlari igin 5.0 ve
katekol ile 4-metil katekol i¢in 7.0 olarak belirlendi (Sekil 19-24).
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Sekil 19. L-Tirozin substrati varliginda polifenol oksidaz aktivitesi tizerine
pH' nin etkisi.
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Sekil 20. DHHSA substrat1 varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
pH' nin etkisi.
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DHPPA
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Sekil 21. DHPPA substrat1 varliginda polifenol oksidaz aktivitesi {izerine
pH' nin etkisi.
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Sekil 22. p-Kumarik asit substrat1 varliginda polifenol oksidaz aktivitesi {izerine
pH' nin etkisi.
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Katekol
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Sekil 23. Katekol substrat1 varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
pH' nin etkisi.

4-Metil Katekol
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Sekil 24. 4-Metil Katekol substrati varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
pH' nin etkisi.

3.2.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Cancur erigi PFO’ sunun, sicaklik degisiminin aktivite iizerine etkisini
incelemek suretiyle, en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degerini belirlemek iizere,
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10-80 °C araliginda 10 °C’ lik artiglarla enzim aktivitesi Slgiilerek, sicaklik-% bagil
aktivite grafigi ¢izildi. Cancur erigi PFO’ sunun L-tirozin, 3,4-dihidroksihidrosinnamik
asit, DHPPA, p-kumarik asit, katekol ve 4-metilkatekol substratlari varliginda en
yiiksek aktivite gosterdigi 30-40 °C arasinda gosterdigi belirlendi (Sekil 25-30, Tablo

10).
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Sekil 25. L- Tirozin substrat1 varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
sicakligin etkisi.
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Sekil 26. DHHSA substrati varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
sicakligin etkisi.

55



DHPPA
100 -
80 -
2
£ 60 -
=
<
B0 40
<
4]
S g0
O T T T T
0 20 40 60 80
Sicaklik (°C)

Sekil 27. DHPPA substrat1 varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
sicakligin etkisi.
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Sekil 28. p- Kumarik asit substrati varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
sicakligin etkisi.
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Katekol
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Sekil 29. Katekol substrati varliginda polifenol oksidaz aktivitesi lizerine
sicakligin etkisi.

4-Metil Katekol

100

80 -

% Bagil Aktivite
D
o

N
o
I

0 T T T T
0 20 40 60 80

Sicakhik

Sekil 30. 4-Metil Katekol substrat1 varliginda polifenol oksidaz aktivitesi iizerine
sicakligin etkisi.

3.2.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Cancur Erigi PFO’ suna ait baz1 kinetik verilerinin belirlenmesi amaci ile, uygun
enzim konsantrasyonunda ve nihai konsantrasyonu 0.1-30 mM araliginda degisen
substrat varliginda gergeklestirilen reaksiyonlarda, enzim aktivitesi 500 nm’de

spektrofotometrik olarak olg¢iildi. Her bir substrat i¢in optimum substrat
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konsantrasyonunun belirlenmesi igin, substrat doygunlugunu gosteren Michaelis-
Menten egrileri ¢izildi. Cizilen bu grafiklerden, saflastiritlan PFO’ nun basit Michaelis-
Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Kinetik veriler olan Michaelis-Menten sabiti
(Knm) ve maksimum hi1z (Vmaks) ¢izilen Lineaweaver-Burk grafigi yardimiyla sirasiyla L-
tirozin i¢in 9.4 mM, 1250 EU/mg protein (Sekil 31-32), p-kumarik asit i¢in 0.9 mM,
370.4 EU/mg protein (Sekil 34-35), DHHSA i¢in 3.8 mM, 1364.2 EU/mg protein (Sekil
37-38), DHPPA i¢in 1.3 mM, 417 EU/mg protein (Sekil 40-41), katekol igin 5.6 mM,
3277.6 EU/mg protein (Sekil 43-44) ve 4-metil katekol i¢in 8.1 mM, 3209 EU/mg
protein (Sekil 46-47) olarak hesaplandi. Ayrica reaksiyon katalizleme hizi olan Ky
degerleri hesaplanmis L-tirozin icin 50.4 (dak™) , p-kumarik asit icin 14.9 (dak™),
DHHSA igin 55.0 (dak™), DHPPA igin 16.8 (dak™), katekol i¢in 132.2 (dak™) ve 4-
metil katekol i¢in 129.5 (dak™) olarak bulundu (Tablo 10). Bu verilere gére, Cancur
Erigi PFO’ sunun en fazla ilgiyi sirasiyla katekol, 4-metil katekol, DHHSA, L-tirozin,
DHPPA, p-kumarik duydugu goézlendi. Tim substratlar varliginda, Hill esitligi
kullanilarak, Hill egrileri ¢izildi (Sekil 33, 36, 39, 42, 45, 48). Cizilen bu grafiklerden
yararlanilarak, Hill sabitleri (h) yaklasik 1.0 olarak bulundu (Tablo 10).

Tablo 10. Cancur erigi PFO’ sunun bazi substratlar1 varliginda biyokimyasal
ve kinetik verileri.

Substrat pH Sicakhk Kwm V maks Kiat Hill
(°C) (mM)  (EU/mg protein) (dak™ Sabiti

L-Tirozin 6,0 30 9,4 1250,0 50.4 1,08
p-Kumarik asit 5,0 30 0,9 370,4 14.9 1,06
DHHSA 5,0 30 3,8 1364,2 55.0 0,99
DHPPA 5,0 40 1,3 4170 16.8 0,96
Katekol 7,0 40 5,6 3277,6 132.2 0,95
4-Metil katekol 7,0 30 8,1 3209,0 129.5 0,99

58



1400 -

1200
5
[¢D)
§ 1000
o
o 800
£
@ 600
=
S 400
k7
< 200

0 T T T

0 10

20 30
[Tirozin] (mM)

Sekil 31. Cancur erigi PFO’ sunun L- Tirozin substrati varliginda

Michaelis-Menten egrisi.
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Sekil 32. Cancur Erigi PFO’ sunun L- Tirozin substrat1 varliginda

Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 33. L- Tirozin substrat1 varliginda elde edilen Hill egrisi.
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Sekil 34. . Cancur erigi PFO’ sunun p-kumarik asit substrati varliginda
Michaelis-Menten egrisi.

60




1/V (mg protein/EU) X 103

30

25

y =2,3416x + 2,6505
R2=0,9982

10 12

1/[p-Kumarik Asit] (mM-1)

Sekil 35. Cancur Erigi PFO’ sunun p-kumarik asit substrati varliginda
Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 36. p-Kumarik asit substrat1 varliginda elde edilen Hill egrisi.
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Sekil 37. Cancur erigi PFO’ sunun DHHSA substrati varliginda

Michaelis-Menten egrisi.
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Sekil 38. Cancur Erigi PFO’ sunun DHHSA substrat varliginda

Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 39. DHHSA substrat1 varliginda elde edilen Hill egrisi.
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Sekil 40. Cancur erigi PFO’ sunun DHPPA substrati varliginda
Michaelis-Menten egrisi.
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Sekil 41. Cancur Erigi PFO’ sunun DHPPA substrati varliginda
Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 42. DHPPA substrati varliginda elde edilen Hill egrisi.
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Sekil 43. Cancur erigi PFO’ sunun katekol substrat1 varliginda
Michaelis-Menten egrisi.
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Sekil 44. Cancur Erigi PFO’ sunun katekol substrat1 varliginda
Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 45. Katekol substrati varliginda elde edilen Hill egrisi.
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Sekil 46. Cancur erigi PFO’ sunun 4-metil katekol substrati varliginda
Michaelis-Menten egrisi.
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Sekil 47. Cancur Erigi PFO’ sunun 4-metil katekol substrat1 varliginda
Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 48. 4-Metil katekol substrat1 varliginda elde edilen Hill egrisi.
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3.2.4. pH Kararhliginin incelenmesi

Enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, enzim 50 mM konsantrasyonunda
pH 4-12 arasinda enzim-tampon karisimlart +4 °C’ de 10 giin boyunca inkiibe
edildikten sonra optimum sartlar altinda ve 4-metil katekol substrat1 varliginda aktivite
tayinleri yapildi. Cancur erigi PFO aktivitesi 8 giin boyunca pH 9.0’ da kararlilik
gosterirken 10. glin sonunda aktivitesinde yaklasik % 25 oraninda azalma gézlendi. pH
10 ve pH 6-8 arasinda aktivitesini % 90 oraninda muhafaza ettigi 10. Giin sonunda ise
ilk giin aktivitesinin yaklasik % 25 oraninda kaybettigi tespit edildi. pH 4’ de 8 giin
boyunca yapilan inkiibasyonda ilk giin aktivitesini yaklasik % 80 oraninda 10. Giin
sonunda aktiviteyi % 45 civarinda korudugu belirlendi. pH 11-12 arasinda ise
kararliligimnin daha az oldugu ve 10. Giin sonunda ilk giin aktivitesini % 80 oraninda

kaybettigi gozlendi (Sekil 49).
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Sekil 49. Cancur erigi PFO enziminin +4 °C’ deki pH kararliliginin zamana
gore degisimi grafigi.
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3.2.5.Cancur Erigi PFO’ su I¢cin Inhibisyon Cahsmalar:

3.2.5.1. PFO’ nun Sodyum Metabisiilfit Inhibisyonu

PFO aktivitesinin 4-metil katekol substrati ile sodyum metabisiilfit inhibitorii
varliginda inhibe oldugu ve Kp degerinin sabit, Vs degerinde diisiis oldugu tespit
edildi (Sekil 50). Yarismasiz inhibisyon ikinicil grafigi yardimiyla K; degeri 0.12 mM
olarak hesaplanmistir (Sekil 51, Tablo 11).
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Sekil 50.Cancur erigi PFO aktivitesinin sodyum metabisiilfit ile inhibisyonu.
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Sekil 51. Cancur erigi PFO aktivitesinin sodyum metabisiilfit ile inhibisyonu
ikincil grafigi

3.2.5.2. PFO’ nun Askorbik Asit Inhibisyonu

Askorbik asit inhibitorii ile Cancur erigi PFO aktivitesinin inhibisyonunda, Ky,
degerinde artis, Vmaks degerinde ise diisiis goslemistir. Karigik inhibisyon 6zelligini

tastyan askorbik asit igin K; degeri 0,02 mM olarak belirlendi (Sekil 52) (Tablo 11).
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Sekil 52.Cancur erigi PFO aktivitesinin askorbik asit ile inhibisyonu
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Sekil 53.Cancur erigi PFO aktivitesinin askorbik asit ile inhibisyonu
ikincil grafigi.

3.2.5.3. PFO’ nun Sodyum Azid inhibisyonu
PFO 4-metil katekol subrati ile sodyum azid inhibitorii varliginda yarismasiz

inhibisyon tiri gosterdigi (Sekil 54) ve K; degerinin 18.3 mM oldugu tespit edildi (Sekil
55, Tablo 11).
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Sekil 54.Cancur erigi PFO aktivitesinin sodyum azid ile inhibisyonu.
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Sekil 55. Cancur erigi PFO aktivitesinin sodyum azid ile inhibisyonu
ikincil grafigi.

3.2.5.4. PFO Benzoik asit Inhibisyonu

Benzoik asit inhibitdrii varliginda ise PFO aktivitesi yarismasiz inhibisyon tiirti
olarak belirlendi (Sekil 56) (Tablo 11). Cizilen 1/ Vmaks -[Inhibitér] ikincil grafiginin
dogru denkleminden Kjdegeri 6.0 mM olarak hesaplandi (Sekil 57).
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Sekil 56. Cancur erigi PFO aktivitesinin benzoik asit ile inhibisyonu.
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Sekil 57. Cancur erigi PFO aktivitesinin askorbik asit ile inhibisyonu ikincil grafigi.

Tablo 11. inhibitérlerin PFO ile katalizlenmis 4-metil katekol oksidasyon aktivitesi
tizerine etKisi.

Inhibitér Inhibisyon Tiirii Ki (mM)
Sodyum metabisiilfit Yarigmasiz 0,12
Askorbik asit Karisik 0,02
Sodyum azid Yarigsmasiz 18,3
Benzoik asit Yarigsmasiz 6,0

3.2.6. Bazi Metal iyonlarinin PFO Aktivitesi Uzerine Etkisi

Cancur erigi PFO’ su aktivitesi lizerine 4-metil katekol substrat1 varliginda bazi

metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla, Na*, Ca2+, Cu2+, Ba2+, C02+, Zn2+, K*

Ni%*, Mg®*, Cd"2AI"™ ve Sr*? iyonlarmin 0.5 ve 1.0 mM' lik konsantrasyonlarinda

calisildi. Yapilan ¢alisma sonucunda metal katyonlarimin Cancur erigi PFO’ sunun

aktivitesini belirgin bir sekilde inhibe etmedikleri, hatta Cu®*, Co®*, Zn?*, Ni**, ve AI**

katyonlarinin aktiviteyi arttirdigr tespit edildi (Tablo 12).
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Tablo 12. Baz1 Metal Iyonlarmin Cancur erigi aktivitesi iizerine etkisi.

Metal iyontar: Bagil Aktivite (%)
0.5 mM 1 mM
Kontrol 100 100
Na' 102 96,8
ca® 20 91,3
cu® 113 125
Ba®* 97,2 97
Co™ 153,7 167,2
Zn** 149,8 163,4
K* 96,8 85,7
Ni%* 158,6 151,5
Mg®* 99 98,6
cd* 98,6 96,9
Al 112,5 108
g2 97,5 97,7

3.2.7. Antioksidan Testler

3.2.7.1. Cancur Eriginin Toplam Fenolik Madde Miktarinin ve Antioksidan
Kapasitesinin Belirlenmesi

En Onemli antioksidan bilesikler fenolik yapili maddelerdir. Fenoller yapisi
bakimindan tasidiklar1 fonksiyonel gruplar dolayisiyla elektron ve hidrojen verebilir. Bu
gruplar radikalleri ve oksitleyici gruplari elimine eder. Fenolik gruplar —OH" grubunca

zengindir. Bu gruplar onlara polar olma 6zelligi katar ve antioksidan 6zelligini artirir.

Bu ¢alismada toplam fenolik madde tayini, Folin-Ciocaltaeu metoduna gore

farkli konsantrasyonda metanoldeki ¢ozeltileri hazirlandi (Sekil 58).
Cancur erigi ekstraktinda bulunan toplam fenolik madde miktar1 Sekil 58 de

gallik asit i¢in verilen Kalibrasyon grafik egim denkleminden gallik aside esdeger olarak

hesaplandi. Elde edilen grafik denklemi y = 1.2469x olarak bulundu. Cancur eriginin
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suda ekstraginda toplam fenolik madde miktar1 114.6+5 mg GAE/100 g olarak
belirlendi (Tablo 13).
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Sekil 58. Toplam fenolik madde tayini igin gallik asit kalibrasyon grafigi.

3.2.7.2. Bakar Indirgeme Giicii (CUPRAC) Metodu

CUPRAC yontemi, Cu(ll) Kkloriir ¢6zeltisi, neokuproin ¢dzeltisi ve amonyum
asetat (pH 7 tamponu) ¢ozeltilerinin karistirilmasindan sonra, lizerine tayin edilecek
antioksidan ¢ozeltisinin ilave edilmesi ve bunu takip eden 60 dakika sonunda igerisinde
antioksidan bulunmayan referansa karst 450 nm’ de absorbans degerlerinin

Olciilmesinden ibarettir.

CUPRAC yontemine gore Cancur eriginin antioksidan kaasitesi Sekil 59° de
verilen troloksa ait 450 nm’ deki kalibrasyon grafiginin egim denkleminden troloksa
esdeger olarak hesaplandi. Elde edilen grafigin denklemi y = 0.203x olarak bulundu
(Sekil 59). Bu yonteme gore Cancur eriginin ekstraktinin antioksidan kapasitesi

30.19+0.96 mg TEAK/ g olarak hesapland1 (Sekil 59).
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Sekil 59. CUPRAC metodu ile elde edilen standart troloksun kalibrasyon grafigi.

3.2.7.3. ABTS' Radikali Temizleme Yontemi

ABTS  radikali temizleme y6temi; 2,2°-azino-bis (etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)
diamonyum tuzu gibi bir azino-bilesigin ortamdan yok edilmesi, yani bir baska deyisle
temizlenmesine dayanan bir antioksidan kapasite belirleme yontemidir (Yu vd., 2002).
Cizilen grafiklerden Cancur erigi ekstrakti ile BHT’ nin SCsy degeri olarak ifade edilen
ABTS' radikal konsantrasyonunun yariya diistiren oziit ya da standardin konsantrasyonu
hesaplandi ve SCsg degerleri BHT igin 1.44+0.01 pg/mL, oziit i¢in 2.17+0.01 mg/mL
olarak belirlendi (Tablo 13).
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Sekil 60. BHT standartina ait ABTS' radikali temizleme aktivitesi grafigi.

0,7

0,6

€
€ 05
s
2 04 y = 0,6335¢-0.326x
o R2=0,9687
8]
2 03 -
3
Qo
< 02 -
01 -
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Konsantrasyon (mg yas meyve /mL)

Sekil 61. Cancur erigi ekstraktina ait ABTS  radikali temizleme aktivitesi grafigi.

3.2.7.4. DPPH’ Radikali Temizleme Yontemi

DPPH’ radikali temizleme yonteminde, Cancur erigi ekstrakti ile troloks standart
antioksidan bilesiginin DPPH’ radikal giderme aktivite tayini i¢in kalibrasyon egrisi
cizildi (Sekil 62-63). Elde edilen grafiklerden erigin sulu 6ziitii ile troloksun SCsy degeri

olarak ifade edilen DPPH’ radikal konsantrasyonunun yariya diigiiren sulu 6ziit ya da
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standardin konsantrasyonu sirasiyla 1.98+0.01 ve 2.17 £0.01 mg/mL olarak hesaplandi

(Tablo 13).
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Sekil 62. Troloks standartina ait DPPHe radikali temizleme aktivitesi grafigi.
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Sekil 63. Cancur erigi ekstraktina ait DPPHe radikali temizleme aktivitesi grafigi
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Tablo 13. Cancur Eriginin (Prunus domestica L.) Antioksidan Seviyeleri

Toplam Fenolik Madde CUPRAC ABTS SC;, DPPH SCx
(mg GAE/100 g) (mg TEAK/ g) (mg/mL) (mg/mL)

Cancur Erigi 114.6£5.0 30,19+0.96 2.17+0.01 1,98+0.02

Cancur erigi fenolik bilesik ve antioksidan kapasitesi bakimindan olduk¢a zengin

oldugu soylebilir.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Doganin katalizorleri olan ve hayatin var olabilmesi i¢in gerekli olan enzimler,
Ozellikleri ve farkli organizmalardaki davraniglar1 acgisindan, yaklasik 200 yildir
incelenmektedir. Yapilarinin ve katalizledikleri reaksiyonlarin karmasikligi nedeniyle,
oksidorediiktaz sinifi enzimler iizerinde, diger enzimlere gore daha az g¢alisilmistir.
Ancak, son yillarda PFO, arastirmacilarin oldukga ilgisini ¢ekmektedir (Seo vd., 2003).
PFO, hem katalizledigi reaksiyonlar hem de fizyolojik gorevleri agisindan, iginde
bulundugu organizmaya ve yetisme kosullarina bagli olarak, ayni organizmanin farkli

cesitlerinde bile farkli oranlarda aktivite gosterebilir.

Yapilan bu ¢alismada, Ardahan Ili Posof ilgesi Tiirkgdzii Kdyiinden toplanmis
olan Cancur Eriginde (Prunus domestica L.) PFO’ nun varligi ve biyokimyasal
ozellikleri ortaya konuldu. Bu amagla; Cancur eriginden hazirlanan enzim 0ziitiinden
PFO, sentezlenen bir afinite jeli kullanilarak yapilan afinite kromatografisiyle
saflastirildi. Enzimin varligi, saf enzim eliiatinda ve ham enzim o6ziitiinde elektroforetik
olarak belirlendi. Elde edilen saf PFO’ nun biyokimyasal ve kinetik 6zellikleri ayrintili
olarak incelendi. Ayrica Cancur eriginin toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan

kapasitesi belirlendi.

Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli (Arslan vd., 2004)
sentezlenerek, PFO’ nun Cancur eriginden saflastirilmast gerceklestirildi. Ham enzim
eliatinda enzimin spesifik aktivitesi 5809.5 EU/mg protein iken, afinite kromatografisi
sonucu saflastirllan PFO’ nun spesifik aktivitesi 375362.3 EU/mg protein olarak
bulundugu ve enzimin 65 kat saflastig1 tespit edildi. Ayni1 afinite jeli ile PFO’ nun dut
meyvelerinden 74 kat (Arslan vd., 2004), B. erythropus’ tan 28.5 kat (Ozen, 2008) ve L.
piperatus’ tan 13.9 kat (Oz, 2013) saflastirldig1 belirtilmistir. Ayrica, iyon degisim
kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel flitrasyon kromatografisi,
PFO’ nun cesitli organizmalardan saflastirilmasinda ¢ok yaygin kullanilan tekniklerdir.
Bu teknikler kullanilarak yapilan PFO saflastirma calismalarinda, PFO, fasulye
tohumlarindan 34 kat (Paul ve Gowda, 2000), aysberg marulundan 44.8 kat (Chazarra
vd., 2001), Lactuca sativa var. capitata L.’den 19.4 kat (Gawlik-Dziki vd., 2007),
yenidiinya meyvesinden 39.9 kat (Selles-Marchart vd., 2006), bir ¢esit kestaneden 36.87
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kat (Xu vd., 2004), armuttan 10.8 kat (Zhou ve Feng, 1991), bir tiir patatesten 6.5 kat
(Martin ve Ruberte, 1976) ve Ferula sp. saplarindan 25.78 kat (Erat vd., 2006)

saflastirilmistir.

Kromatografik ayirma isleminden sonra, elde edilen enzim eliiati elektroforetik
olarak analiz edildi. Ham enzim 6ziitlinlin ve saf enzim eliatinin tatbik edildigi % 10’
luk dogal poliakrilamid jel elektroforezinde, L-DOPA substrat boyamasi sonucunda,
PFO’ nun varligin1 gosteren iki bant gozlendi. Ayrica, aym jel iizerine uygulanan saf
enzim elliatinda, yapilan coomassie brillant blue R-250 boyama ile, ayni protein
bantlarinin varligi ve bu bandin da PFO’ ya ait oldugu ortaya konuldu (Sekil 17). Daha
once farkli bitki, sebze ve diger organizmalarda yapilan calismalar sonucunda, birden
fazla PFO izoenzimlerinin varligi tespit edilmistir. Bunlardan bazilari, kusburnu
(Sakiroglu vd., 1996), papaya (Cano vd., 1996), dongel (Dincer vd., 2002), Trabzon
hurmasi (Ozen vd., 2004), karayemis (Colak vd., 2005), Anoxybacillus kestanbolensis
K1 ve K4 (Yildirim vd., 2004) ve Macrolepiota mastoidea mantar1 (Kolcuoglu vd.,
2007) olarak siralanabilir.

Ham enzim o6ziitii, saf enzim eliiat1 ve standartlarin birlikte yiiklendigi % 12’ lik
SDS poliakrilamid jel elektroforezinde, giimiis nitrat boyama sonucunda, ham enzim
oziitlinde var olan ¢ok sayidaki protein bantlarina karsilik, saflastirilan protein kisminda
iki izoenzime ait bantlarin varligi belirlendi (Sekil 17). Bu iki izoenzime ait proteinlerin
yaklasik 32 ve 40 kDa alt birim molekiil agirlina sahip olduklar tespit edildi. B.
erythropus’ tan ve Lactarius piperatus’ tan saflastirilan PFO’ larm yaklasik 40 kDa (Oz
vd., 2013), fuji elmas1 PFO’su 67.3 kDa (Liu 2015), Ataulfo mango ekstraginda 53 and
112 kDa molekiil agirlikilarinda sahip iki PFO izoenziminin (Cheema vd., 2015) oldugu
belirtilmistir.

Cancur erigi PFO’ sunun monofenolaz aktivitesinin belirlenmesinde L-Tirozin ve
p-kumarik asit monofenolik substratlar1 kullanildi. L-Tirozin ise en yiiksek aktivitesini
pH 6.0’ de ve 30 °C’ de p-kumarik asit ise pH 5.0° da ve 30 °C gosterdigi belirlendi
(Tablo 10). Degisik organizmalardan hazirlanan ham Oziitlerdeki veya saflastirilmis
PFO’ larmm monofenolaz aktivitelerini en yiiksek aktivitenin patlican i¢in pH 5.5’ da

(Perez-Gilabert ve Carmona, 2000), Avokado i¢in pH 6.8’ de (Espin vd., 1997),
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Kusburnu meyvesinde 7.0’ da (Sakiroglu vd., 1996) oldugu belirtilmektedir. Cancur
erigi PFO’ sunun monofenolaz aktivitesi i¢in L-tirozin substrati varliginda K, 9.4 mM,
Vinaks 1250 EU/mg protein ve ki 50.4 dak™, p-kumarik asit varliginda Ky 0.9 MM, Vinaks
370.4 EU/mg protein ve ki 14.9 dak™ olarak hesaplandi. PFO’ nun monofenolaz
aktivitesi tim meyve sebzelerde gozlenmedigi icin literatiirde detayli monofenolaz
kinetik ¢alismalar olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Pseudomonas putida F6 dan elde
edilen tirosinazin L-tirozin substrat1 varhiginda K, degeri 0.23 mM ve Vmaks degeri

386 EU/mL olarak belirlendigi belirtilmektedir (McMahon vd., 2007).

Difenolaz  aktivitesi  3,4-dihidroksihidrosinnamik asit, 3,4-dihidroksifenil
propiyonik asit, katekol ve 4-metil katekol substratlar1 varliginda karakterize edildi.
Difenolaz aktivitesinin 3,4-dihidroksihidrosinnamik asit i¢cin pH 5.0, 30 °C; 3-(3,4-
dihidroksifenil) propanoik asit i¢in pH 5.0, 40 °C; 4-metil katekol i¢in pH 7.0, 30 °C ve
katekol igin ise pH 7.0, 40 °C’ de en yiiksek oldugu tespit edildi. Enzimlerde, optimum
pH ve sicakliklar degerleri, kullanilan materyalin kaynagimma, ham enzim §ziitii
hazirlama yontemine ve kullanilan substrata gore farkliliklar gosterir (Aylward ve
Haisman, 1969; Jiang, 1999). Degisik organizmalardaki difenolazlarin, 4-metil katekol
varliginda karakterizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise, PFO i¢in optimum pH,
dutta 5.0 (Arslan vd., 2004), bir tiir avakadoda 4.5 ve 5.0 (Gomez-Lopez, 2002), bir tiir
elmada 5.0 ve 7.5 (Rocha ve Morais, 2001), fasulye tohumlarinda ve yaban mersininde
4.0 (Paul ve Gowda, 2000; Kader vd., 1997), ahudududa 8.0 (Gonzales vd., 1999) ve
kusburnunda 8.5 (Sakiroglu vd., 1996) olarak belirlenmistir. Ayrica Amasya
Elmasindan elde edilen PFO’ nun katekol substratiyla en yiiksek aktivitesini pH 7.0’ de
gosterdigi (Oktay vd., 1995), dongel meyvelerinden elde edilen PFO’ un katekol
substratryla pH 8.5> de 55 °C’ de, 4-metil katekol substratiyla pH 6.5 de 35 °C’ de,
DHPPA substratiyla pH 5.5° de 35 °C’ de en yiiksek aktivite gdsterdigi belirtilmistir
(Dinger vd., 2002), Trabzon hurmasindan elde edilen PFO’nun katekol substratiyla pH
7.5 de 20 °C’de, 4-metil katekol substratiyla pH 7.5’ de 40 °C’ de, DHPPA substratiyla
pH 5.5° de 60 °C’ de en yiiksek difenolaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Ozen
2004).

Enzim konsantarsyonu sabit tutularak, degisen susbstrat konsantrasyonlarinda

cizilen substrat-doygunluk grafiklerinden, Cancur erigi PFO’ sunun basit Michaelis-
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Menten kinetigine uydugu agik¢a goriildii (Sekil 31, 34, 37, 40, 43, 46). Enzimin,
difenolik substratlar1 varligindaki kinetik verileri olan Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve
maksimum hiz (Vmas) degerleri, ¢izilen Lineaweaver-Burk grafiginden sirasiyla,
DHHSA varliginda 3.8 mM ve 1364.2 EU/mg protein, DHPPA varliginda 1.3 mM ve
417.0 EU/mg protein, katekol varliginda 5.6 mM ve 3277.6 EU/mg protein ve 4-metil
katekol substrati varliginda 8.1 mM ve 3209.0 EU/mg protein olarak tespit edildi (Tablo
10). .4-metil katekol substrat1 varliginda PFO aktivitesi igin Ky, degerlerinin, kekikte 9.8
mM, Amasya elmasinda 3.1 mM (Dogan ve Dogan, 2004), patlicanda 3.24 mM
(Concellon vd., 2004), Euterpe edulis’ te 2.0 mM (Lourengo vd., 2006), ayvada 4.54
mM (Yagar ve Sagiroglu, 2002), Portabella mantarinda 2.1 mM (Xiaodong ve Flurkey,
1997) ve Ferula sp. saplarinda 6.78 mM (Erat vd., 2006) oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte dongel meyvelerinden elde edilen PFO’ nun Ky ve Viaks degerlerinin sirasiyla,
katekol i¢in 5.7 mM, 88 uM/dak, 4-metil katekol i¢in 7.5 mM, 130 uM/dak, DHPPA
icin 1.9 mM, 7.2 uM/dak oldugu belirtilmistir (Dinger vd., 2002), Trabzon hurmasindan
elde edilen PFO’ nun, katekol i¢in 12.4 mM, 55.2 uM/dak, 4-metil katekol i¢in 14.6
mM, 49.5 uM/dak, DHPPA igin 12.8 mM, 17.2 uM/dak K, ve Vs kinetik degerlerine
sirastyla sahip oldugu bildirilmistir (Ozen 2004). Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar,
bazi farkli kaynaklarda gézlenen difenolazlar i¢in, katekol ve 4-metil katekol gibi kiiclik
molekiiler agirlikli o-difenollerin etkili substratlar olduklarini gosteren sonuglarla
uyumludur (Palmer, 1995; Walker, 1995; Cano vd., 1996; Perez-Gilabert ve Garcia-
Carmona 2000; Ozen vd., 2004). Ayrica, bu enzimin 4-metil katekol gibi kiiciik
substrata ilgi duymasi, enzimin, kii¢iik substrat baglanma bolgesine sahip oldugunu

gosterir.

Difenolaz aktitesi i¢in yapilan kinetik ¢alismalar sonucunda Cancur erigi PFO’
sunun en fazla katekol substratina ilgi duydugu bunu sirasiyla, 4-metil katekol, DHHSA
ve DHPPA’ nin izledigi tespit edildi. Birgok benzer ¢caligmada PFO’ nun katekol ve 4-
metil katekol substratlarina daha ¢ok ilgi duydugu belirtilmektedir (Dinger vd., 2002;
Ozen vd., 2005).

Substratlar1 varliginda, Hill esitligi kullanilarak, Hill egrileri ¢izildi. Cizilen bu
grafiklerden yararlanilarak, Hill sabitleri (h) yaklasik 1.0 olarak bulundu. Hill sabitinin
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1’ e esit olmasi, Cancur erigi PFO’ sunun tek bir baglanma bolgesinin olabilecegini ve

bu enzimin bir kooperativiteye sahip olmadigin1 gosterebilir (Chilaka vd., 1993).

Bir¢ok organizmada enzimatik esmerlesme, oksijen veya fenolik reaktantlarin
uzaklagtirllmasiyla veya PFO inhibitoriiniin kullanilmasiyla azaltilabilir  veya
durdurulabilir. Organizmadan oksijenin tamamen uzaklastirilmas: zordur (Dogan ve
Dogan, 2004). Enzimatik esmerlesmeyi onlemek amaciyla, arastirmacilar tarafindan
kullanilan bir¢ok inhibitor vardir (Dogan vd., 2004; Sakiroglu vd., 1996; Yang vd.,
2001). Meyve ve sebzelerin depolanmasi veya islenmesi esnasinda ciddi ekonomik
kayiplara yol acan, enzimatik esmerlesmenin 6nlenebilmesi i¢in, en sik bagvurulan yol,
inhibitorlerin kullanimidir. Yakin zamana kadar, bu amacla, en ¢ok kullanilan inhibitor
SO; olmustur. Ancak, bu bilesigin insan sagligina vermis oldugu zararlardan dolayz, tiol
grubu igeren bilesikler gibi alternatifler denenmeye baglanmis ve olumlu sonuglar
alinmustir. Bu ¢alismada da, bir¢ok bitki PFO’ su i¢in inhibitor olarak denenen, askorbik
asit, sodyummetabisiilfit, sodyum azid ve benzoik asit denenmis ve her bir inhibitor i¢in
inhibisyon tiirii ile K; degeri belirlendi (Tablo 11). Elde edilen veriler, kullanilan
inhibitorler arasinda, enzimi en etkin inhibe eden inhibitoriin askorbik asit (K;=0.02
mM) ve bunu sodyummetabisiilfit (K;=0.12 mM), benzoik asit (Ki=6.0 mM) ile sodyum
azidin (Ki=18.3 mM) takip ettigi tespit edildi. Sodyummetabisiilfitin gézlenen etkili
inhibisyonu, daha 6nce belirtildigi gibi, tiol bilesiklerinin PFO’ lar i¢in etkili inhibitorler
olduklarimi desteklemektedir (Friedman ve Bautista, 1995; Ding vd., 1998; Duangmal
ve Owusu-Apenten, 1999; Yang vd., 2000). Silthidril grubu igeren bilesiklerin
inhibisyon mekanizmasinin iki sekilde olabilecegi ileri sliriilmiistiir. Bunlardan birincisi,
kinon bilesikleri ve kiikiirt gruplar1 arasinda konjugat meydana gelerek, bu bilesiklerin
¢okmesi ve dolayisiyla, melanin pigmentlerinin olusamamasidir. Ikincisi ise, bu
bilesiklerin igerdigi kiikiirdiin ytliksek bir ilgiyle, enzimin aktif bolgesinde bulunan bakir
atomuna ve histidin birimlerine doniisiimsiliz olarak baglanmasiyla inhibisyonun
gerceklesmesidir (Ding vd., 2002). Askorbik asidin etkili inhibisyonu, daha oOnce
yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Sapers ve Ziolkowski, 1987; Hsu vd., 1988; Dudley
ve Hotchkiss, 1989; Ros vd., 1993; Paul ve Gowda, 2000; Aydemir, 2004). Askorbik
asit, ortamda bulunan oksijenle daha hizl1 bir sekilde reaksiyona girdiginden, enzim
aktivitesini azaltabilmekte veya durdurabilmektedir (Ros vd., 1993). Daha c¢ok bir

antioksidan olarak etki eden askorbat, esmerlesmeye neden olan pigmentlerin
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olusmasina izin vermeden, PFO tarafindan difenolden olusturulan kinonu indirger
(Aydemir, 2004). Ayrica, askorbat, PFO tarafindan {iretilen kinonoid bilesiklerin
iiretimini, bu bilesiklerle veya enzimin bakir merkezli aktif bolgesiyle selat olusturarak
kisitlayabilmektedir (Martinez ve Whitaker, 1995; Sapers, 1993; Zawistowski vd.,
1991).

Enzimlerin ¢ogu, aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in kofaktor olarak metal
iyonlarina ihtiyag duyar. Metal iyonlari, farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklari
bilesiklerde farkli geometriye ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu yiizden,
proteinler karsisinda farkli ligand 6zellikleri gosterebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa
vd., 2001). Cancur erigi PFO aktivitesi lizerine etkisi incelenen metal iyonlarindan,
Cu®*, Co?*, zn**, Ni**, ve AP katyonlarinin enzim aktivitesini arttirdigi, Na', Cca®,
Ba®**, Zn**, Ni%", Mgz+, Cd* ve Sr** katyonlarinin ise aktivitede onemli bir degisiklik
yapmadigr gozlendi (Tablo 12). Aktivasyona veya inhibisyona sebep olma gibi
durumlar, metal iyonlarinin proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalar1 sonucu, enzimin
yapisini farkli sekilde etkileyebilmelerinden kaynaklanabilir (Bock vd., 1999; Di Tusa
vd., 2001). Boletus erythropus’ tan izole edilen PFO aktivitesi {izerine etkisi incelenen
metal iyonlarindan, AI*" {in enzim aktivitesini % 27 arttirdigi, K*, Mg®* ve Cd*"> un

aktivitede onemli bir degisiklik yapmadig1 belirtilmistir (Ozel, 2008).

Yaptigimiz analizlerde Ardahan ili Posof ilgesi Tiirkgdzii Kéyii” nden toplanmis
olan Cancur Eriginde (Prunus domestica L.) bitkisinin meyvesinin sulu o6ziitiinde
toplam fenolik madde miktar1 tayini, ABTS" ve DPPH’ radikalinin siipiirme etkisi,
CUPRAC yontemi, indirgeme giicii aktiviteleri belirlendi. Cancur eriginin sulu
oziitiinde toplam fenolik madde miktar1 114.6 mg GAE/100 g olarak belirlendi (Tablo
10). CUPRAC yontemine gore Cancur erigi sulu 6ziitiiniin antioksidan kapasitesi 30.19
mg TEAK!/ g olarak hesaplandi . ABTS' radikal temizleme yontemi ile Cancur erigi sulu
oziitiiniin SCs degeri 2.17+0.05 mg/mL olarak belirlendi (Tablo 13). DPPH radikal
temizleme metodunda, SCsy degeri 1.98+0.02 mg/mL olarak hesaplandi (Tablo 13).
Cancur erigi fenolik bilesik ve antioksidan kapasitesi bakimindan olduk¢a zengin

oldugu tespit edildi.
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Toplam fenolik madde tayini ile ilgili ilk ¢alismay1 1965 yilinda Singleton ve
arkadaglar1 Folin Ciocalteu metodunu kullanarak yapmiglardir. Atanassova ve
arkadaglar1 Melissa officinalis, Salvia officinalis ve Mentha piperita bitkilerinin toplam
fenolik madde igerigini incelemisler. Melissa officinalis i¢in 48.86 mg GAE/100g,
Salvia officinalis i¢in 27.94 mg GAE/100g ve Mentha piperita i¢in ise 45.25 mg
GAE/100g degerlerini elde etmislerdir (Atanassova vd., 2011). Javanmardi ve
arkadaglar1 Ocimum basilicum adli bitkinin farkli tiirlerinin toplam fenolik madde
igerigini c¢alismislar, sonug¢ olarak 22.9 mg GAE/g’ dan 65.5 mg GAE/g’ a kadar
degisen degerler bulmuslardir (Javanmardi vd., 2003). Yomra Elmasinin sulu éziitiinden
yapilan toplam fenolik madde miktar1 252.7 mg GAE/ 100 g olarak belirtilmistir (Can
vd., 2014). Miroslava, lasi, Romanya’ dan elde oniki erik tiiriinde yapilan toplam
fenolik madde mikar1 60-364 mg GAE/ 100 g olarak tespit edilmistir (Mihalache Arion
vd., 2014).

DPPH radikal temizleme yontemi ilk olarak 1958 yilinda Blois tarafindan
yapilmistir. Blois’ ten sonra iglemin kisa siireli ve kolay olmasi nedebiyle metot siklikla
uygulanmistir. Reguia ve arkadaslart Ammi visnaga bitkisinin antioksidan aktivitesini
tayin etmek icin DPPH radikali temizleme yontemini uygulamislardir. Bitkinin SCsg
degerini 8.77+0.2 pg/mL ve bir standart olan Rutin’ in SCsy degerini 3.01+0.2 pg/mL
olarak bulmugslar ve birbirleriyle kiyaslamislardir. Yomra elmasi 0Oziitiiniin DPPH
radikalini siiptirme giici SCsg degeri 3.83 mg/mL olarak bildirilmistir (Can vd., 2014).
Miroslava, lasi, Romanya’ dan elde oniki erik tiiriinde yapilan DPPH radikali temizleme
yontemi ve troloks standardiyla yapilan antioksidan aktivitesi 146-1040 mmol
troloks/100 g olarak tespit edilmistir (Mihalache Arion vd., 2014).

CUPRAC metodunu ilk olarak 2004 yilinda Apak ve arkadaslari uygulamistir.
Metot bilesiklerde antioksidanlar varliginda kuprik iyonlarmin kupréz iyonlaria
indirgenmesini esas almaktadir. Cikrikgr vd. (2008) Curcuma longa bitkisinin
antioksidan aktivitesini belirlemek i¢cin CUPRAC yontemini uygulamislardir. Tayinde
curcumin ve turmerik kullanmislardir. Curcumin i¢in CUPRAC TEAC degeri 0.8 mg
TEAC/g iken, turmerik i¢in CUPRAC TEAC degeri 0.7 mg TEAC/g’ dir.
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ABTS antioksidan yéntemiyle yapilan calismada italyan eriginin kapasitesi 328
mg askorbik asit/100 g, normal erik i¢in 299 mg askorbik asit/100 g olarak belirtilmistir
(Kaulmann vd., 2014).

Sonug olarak, Cancur eriginden saflastirilan PFO’ nun, Kinetik baz1 parametreler
ve genel PFO inhibitorlerine karst gdsterdigi inhibisyon ve metal iyon etkisi profilleri
cesitli organizmalardaki PFO’ lara olduk¢a benzer davraniglar gosterdigi belirlendi.

Ayrica bu erigin iyi bir dogal antioksidan kaynagi oldugu sdylenebilir.
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5. ONERILER

Degisik organizmalarda PFO etkinligine bagh olarak gelisen pigment olusumu ve
enzim katalizli reaksiyondan bagimsiz olan esmerlesme reaksiyonlariyla meydana gelen
renk degisimleri, bir dereceye kadar istenir. Ozellikle besinlerin depolanmasi ve
endiistriyel olarak islenmesi sirasinda, ¢ogu kez bu reaksiyonlar ve dolayisiyla renk
degisimleri, arzu edilen seviyede durdurulamadiklarindan, besinlerin fiziksel 6zellikleri,
yani goriinislerindeki degisimler yaninda, duyusal ve besinsel 6zelliklerinde
degisimlere de yol agar. Bu durum, ayni1 zamanda ciddi ekonomik kayiplara da neden
olur. Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan kaldirmak ve yararli olan
esmerlesme  reaksiyonlarimi  optimize etmek i¢in  besinlerin  bilesimindeki
degismelerinin, besinsel ve toksikolojik acilardan tanimlanmasi ve bu arzu edilmeyen
yonlerinin engellenmesine ihtiya¢ vardir. Bu da, ancak esmerlesmeyi saglayan PFO

aktivitelerinin kapsamli karakterizasyonu ile saglanabilir.

Ozellikle son yillarda enzimlere olan talebin artmasiyla, olduk¢a dneme sahip olan
PFO enzimi de degisik teknikler kullanilarak saflastirilmistir. Ham enzim O6ziitiinden
PFO’ nun saflastirilmasi i¢in, istenen saflik derecesine ve enzim kaynagina gore degisen
cok cesitli metotlar tanimlanmistir. Bu metotlardan siklikla uygulananlar, farkl
doygunlukta amonyum siilfat veya organik bir ¢oziicli ile ¢oktiirme, diyaliz, iyon
degisim kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisidir. PFO saflastirma islemlerinde, genellikle bu ii¢ kromatografik teknik,
arka arkaya kullanilir. PFO’ nun saflastirilmasi i¢in uygulanan metotlardan biri de,
afinite kromatografisidir. Bu teknikle, saflastirma, ¢ok zor, yorucu ve bazi hallerde
imkansiz olan bir ¢ok ayirma iglemlerine gerek olmadan, kisa zamanda gerceklesmekte
ve yiiksek bir verimle saflastirilmis bilesikler elde edilmektedir. Bu nedenle, PFO i¢in
afinite kromatografisinde kullanilabilecek alternatif afinite jelleri, ilgili sentez
reaksiyonlar1 g6z oniinde bulundurularak sentezlenebilir. Ayrica, ileriki ¢alismalarda,
Cancur erigiden saflastirilan PFO’ nun, altbirim igerip icermedigi ve bdylece dordiinciil
yapist ile toplam molekiil agirliginin belirlenebilmesi i¢in, yiiksek basingli sivi
kromatografisi veya jel flitrasyon kromatografisi teknikleri uygulanabilir. Saflastirilan
PFO’ nun, g¢esitli kimyasal maddeler varligindaki davraniglart incelenerek, yeni

inhibitorlerin arastirilmast ve bu inhibisyon mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde
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ortaya konulmasi, ozellikle gida sektorii i¢in onemli yararlar saglayacaktir. Bununla
birlikte cancur eriginden izole edilen PFO’ nun monofenolaz ve difenolaz izoenzimleri

farkli tekniklerle birbirinden ayrilarak karakterize edilelinir.

Ticari yollarla sentezlenmesi oldukga gii¢ olan ve toksik maddeler kullanilmadan
elde edilen fenolik bilesiklerin fonksiyonel polimerlerinin PFO ile sentezi, bu alandaki
calismalar1 hizlandirmistir. Insan sagligi agisindan &nemli tehlikeler olusturan fenolik
bilesiklerin, 6zellikle monofenollerin, atik sularla kirlenen akarsularda ve bunlarla
sulanan topraklarda varligini tespit etmek amaciyla, ¢cevreye ekstra kirlilik vermeyen ve

oldukga hassas olan biyosensorler dizaynedilebilir.

Cancur eriginin farkli yontemlerle elde edilen ekstraklariyla antioksidan

kapasiteleri daha detayli olarak belirlenebilir.
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