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ÖZET 

ġelataz SaflaĢtırılması ve Uygulamaları 

Meltem OKTA 

Kimya Anabilim Dalı 

Biyokimya Bilim Dalı 

EskiĢehir Teknik Üniversitesi, Lisansüstü Eğitim Enstitüsü, Ağustos, 2019 

DanıĢman: Prof. Dr. Arzu ERSÖZ 

 

Yapılan bu çalıĢmanın amacı, klorofil sentezinin ilk basamağı olan Magnezyum 

protoporfirini, protoporfirin IX ve Mg
+2

 varlığında ve magnezyum Ģelataz enzimi 

katalizliğinde laboratuvar koĢulları çerçevesinde sentezlemektir. Bu doğrultuda yeĢil 

bitki yapraklarından magnezyum Ģelataz enzimi izole edilerek saflaĢtırılmıĢtır. 

Magzeyum Ģelataz enzimini saflaĢtırmak için boya afinite kromatografi tekniği ve 

sibakron mavisi boya olarak kullanıĢtır. Sentezlenen boya afinite kolonunun 

karakterizasyonu, kızılötesi spektroskopi (IR), ĢiĢme testi ve taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) görüntüsü gibi parametreler kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

SaflaĢtırılan magnezyum Ģelataz enzimi ve magnezyum içeren protein karıĢımı, 

Magnezyum protoporfirin sentezi için destek materyal olarak, ANADOLUCA metodu 

ile Poli (HEMA-ko-Magzenyum-Ģelataz) kolonuna immobilize edilmiĢtir. Sentezlenen 

kriyojel kolonların karakterizasyonu için ĢiĢme testleri yapılmıĢ ve IR ve SEM 

görüntüleri alınmıĢtır. Protoporfirin IX ve Mg
+2

 iyonunu içeren çözeltisinin kolondan 

geçirilmesiyle sentezlenen Magnezyum protoporfirin fluorimetrik yöntemle 

belirlenmiĢtir. 

Anahtar Kelime: ġelataz, SaflaĢtırma, ANADOLUCA, Mg-Protoporfirin  
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ABSTRACT 

Purification of Chelatase and Applications 

Meltem OKTA 

Department of Chemistry 

Programme in Biochemistry 

EskiĢehir Technical University, Institute of Graduate Programs, August, 2019 

Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSÖZ 

The purpose of this study is to synthesize Protoporphyrin IX, Mg
2+

 in the 

laboratory conditions of the resultant Magnesium Porphyrin which is the first step of 

chlorophyll synthesis in the catalysis of magnesium chelatase enzyme. Accordingly, 

enzymes of magnesium chelatase have been extracted from the green plant leaves and 

purification procedures have been applied. Dye affinity chromatography has been used 

to purify the magnesium chelatase enzyme and cibacron blue has used as a dye. The 

characterization of the synthesized dye affinity column has performed by using 

parameters such as infrared spectroscopy (IR), swelling tests and scanning electron 

microscopy (SEM) images. Subsequently, a protein mixture containing poly (HEMA-

co-magnesium chelatase) column and magnesium chelatase enzyme according to the 

Aminoacid (monomer) Decorated and Light Underpinning Conjugation Approach 

(ANADOLUCA) method has immobilized to provide support material for Magnesium 

Porphyrin synthesis. Swelling tests have performed for the characterization of the 

synthesized column material, IR and SEM images have been taken. Magnesium 

Porphyrin synthesized by passing Protoporphyrin IX and Mg
2+

 solution through the 

column has been determined by the fluorimetric method. 

Keywords: Chelatase, Purification, ANADOLUCA, Mg-Protoporphyrin  
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SİMGE VE KISALTMALAR DİZİNİ 
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1. GİRİŞ 

Ġnsanlar, enzimlerin keĢfedilip ortaya konmasından çok öncesine dayanan 

zamanlarda enzimleri çeĢitli alanlarda kullanmıĢlardır. BaĢta canlılığın devam etmesi 

için en elzem ihtiyaçların baĢında enzimler gelirken diğer yandan da yoğurt ve peynir 

yapımı, Ģarap ve bira üretimi, etlerin yumuĢatılması ve ekmek yapımı gibi birçok olayda 

enzimler görev almaktadır. Enzimlerin incelenmesi özel bir ilgi alanına girer, çünkü 

sadece biyolojik ve fiziksel bilimlerin buluĢtuğu yerde yer almaktadır. Biyolojide 

enzimler çok önemlidir ve spesifik enzimlerin yol açtığı karmaĢık bir kimyasal 

reaksiyon ağına ya da enzim modelinin herhangi bir modifikasyonuna yaĢam 

bağımlılığı canlı organizma için geniĢ kapsamlı sonuçlar doğurabilir. Diğer yandan 

katalizör olarak enzimler kimyagerlerden artan bir ilgi görmektedir (Edwin Webb, 

1979). 

Enzimlerin etki mekanizması, günümüzde takip edilen en derin bilimsel araĢtırma 

alanlarından biri olmakla beraber halen çözülememiĢ etki mekanizmaları 

bulunmaktadır. Bu nedenle araĢtırmacılar için her geçen gün etki mekanizmalarını 

çözmek için artan bir çalıĢma alanı sunmaktadır. Aslında, enzimlerin bilinen en eski 

referansları peynirlerin, ekmeklerin ve alkollü içeceklerin imalatı ve etlerin 

yumuĢatılmasıyla ilgili eski metinlerdir. Günümüzde de enzimler birçok yiyecek ve 

içecek üretiminde kilit rolü oynamaya devam etmekle beraber çamaĢır deterjanı gibi 

birçok sayıda kimyasal ürünün baĢ bileĢenlerindendir. Enzimler sadece gıda ve temizlik 

sanayide rol oynamaz. Sağlık biliminde de temel bir öneme sahiptir. Çünkü birçok 

hastalık süreci enzimlerin düzensiz çalıĢması ya da eksikliğinden kaynaklanmaktadır. 

Bu nedenle; modern farmasötik araĢtırmaların çoğu, bu enzimlerin güçlü ve spesifik 

inhibitörlerini aramaya dayanmaktadır. Enzimoloji, birçok bilim dalı ile özellikle 

biyokimya, moleküler biyoloji, kimya, bakteriloji, mikrobiyoloji, genetik, botanik, 

tarım, farmakoloji, toksikoloji, fizyoloji ve tıp ile yakın bağları olan geniĢ ve hızlı 

geliĢen bir konu haline gelmiĢtir. Ayrıca önemli pratik uygulamalara sahiptir. Dünyanın 

çeĢitli bölgelerinde pek çok araĢtırmacı enzimlerin neden olduğu sorunlara cevap 

aramak için çalıĢmaktadır. Hatta özel olarak enzim çalıĢmaları için enstitüler kurulmuĢ 

ve gittikçe artan sayıda dergi, konularının büyük bir kısmını enzimoloji alanlarına 

ayırmaktadır (Bennett, T. P. and Frieden, 1969; Robert A. Copeland, 2000). 
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Bu çalıĢmadaki amaç, biyosentetik yolakların dallanma noktasında olan 

magnezyum Ģelataz enziminin saflaĢtırılıp adenozin 3'-trifosfat (ATP) ve protoporfirin 

IX varlığında klorofil (Chl) sentezinin ilk basamağı olan magnezyum-protoporfirin 

(Mg-protporfirin) yapısını sentetik olarak elde etmektir.  

1.1 Enzimler ve Yaşam Süreçleri 

Canlı hücre, metabolizma adı verilen muazzam biyokimyasal aktivitenin 

bölgesidir. Bu canlı organizmada sürekli devam eden kimyasal ve fiziksel değiĢimler- 

yeni dokuların oluĢması, eski dokuların değiĢtirilmesi, vücuda alınan gıdanın enerjiye 

dönüĢtürülmesi, atık maddelerin vücuttan atıması ve üreme kısacası yaĢam olarak 

nitelendirilen tüm faaliyetler- yer almaktadır. Bu biyokimyasal reaksiyonların 

çoğunluğu kendiliğinden gerçekleĢmez. Kataliz olgusu, tüm yaĢam süreçleri için gerekli 

olan biyokimyasal reaksiyonların tümünü mümkün kılar. Kataliz, kimyasal bir 

tepkimenin kalıcı bir kimyasal değiĢim göstermeyen bir madde tarafından 

hızlandırılması olarak tanımlanır (Bennett, T. P. and Frieden, 1969; Edwin Webb, 1979; 

Herbert C. Friedmann). 

Biyokimyasal reaksiyonların katalizörleri enzimlerdir ve canlı organizmada 

hemen hemen tüm kimyasal reaksiyonların gerçekleĢmesinden sorumludur. Enzimler 

olmadan bu reaksiyonlar metabolizma için çok yavaĢ bir hızda gerçekleĢir. Örnek 

vermek gerekirse bir yağ asidinin bir deney tüpü içerisinde karbondioksit ve suya 

parçalanması kolay bir iĢlem değildir. Çok güçlü asidik maddeler, yüksek sıcaklıklar ve 

güçlü aĢındırıcı maddeler gerektirir. Bu olay vücut içerisinde gerçekleĢtiğinde ise dar 

bir pH ve sıcaklık aralığında hızlı bir Ģekilde gerçekleĢir.  

1.2 Antik Dönemdeki Enzimler  

Eski dönemlerde enzimlerin kullanımına bilinen en eski referans Hammurabi 

kodeksindeki (Milâttan önce 18. Yüzyılda yaĢamıĢ olan eski Babil Kiralı 

Hammurabi'nin kanunnamesi) Ģarap yapımının tanımından gelir. Mikroorganizmaların 

fermantasyon için kullanılması eski insanlar arasında yaygın bir durumdur. Referans 

olarak Yunanistan, Roma, Çin, Mısır ve Hindistandaki eski uygarlıkların yazıtlarından 

da yararlanılmaktadır. Ayrıca; sirke üretimindeki alkolün asetik aside enzimatik 

reasksiyonu da eski metinlerde bulunmaktadır. Sirkenin birçok uygarlık için ortak bir 

yaĢam kaynağı olduğu vurgulanmaktadır. Yiyecek için depolama ve hazırlama amaçlı 
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olmakla beraber sirke, tıbbı ihtiyaçlar için de kullanılıyordu (International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology., 1992; Kornberg, 1989). 

Eti yumuĢatmak için de antik çağlardan beri kullanılan birçok enzim bazlı 

iĢlemler bulunmaktadır. Tropik bölgelerdeki halk papaya ve ananas meyvelerinin 

suyunu etleri yumuĢatmak için çok eski dönemlerden beri kullanmaktadır. Bu 

meyvelerin içinde bulunan enzim bugün bile ticari olarak kullanılan çok önemli bir 

proteaz enzimidir (International Union of Biochemistry and Molecular Biology., 1992). 

1.3 Enzimlerim Kimyasal Yapısı 

Enzimler protein yapılı bileĢiklerdir. Sayısız amino asidin birbirlerine peptit 

bağlarıyla (ġekil 1.1) bağlanarak oluĢturdukları yüksek molekül ağırlıklı yapılardır. 

 

Şekil 1.1. Peptit bağı yapısı 

Enzimler çeĢitli çevre koĢullarından etkilenebilir ve bu çevre koĢullarından dolayı 

denatüre olabilirler. 10.000 gramdan baĢlayıp 2.000.000 çıkabilen değiĢik molekül 

ağırlıklarına sahiptirler. Enzimlerde aktif bölge denilen bir bölge vardır ve ezimler bu 

bölgede aktivitelerini gerçekleĢtirirler. Bu nedenle; üç boyutlu yapılarının korunması 

önemlidir. Pek çok enzimin aktivitesi için baĢka bileĢiklerin varlığı gerekmektedir. 

Aktivite gösterebilmek için gereksinim duydukları gruplara “kofaktör” adı verilir. 

Kofaktörler metal iyonu ya da kompleks organik bir bileĢik olabilir. Eğer kompleks bir 

organik bileĢik ise “koenzim” adını alır. Bazı durumlarda aktivite göstermek için iki 

gruba da ihtiyaç duyulabilir. OluĢan aktif kompleks “haloenzim” olarak adlandırılır. 

Protein kısmına ise “apoenzim” denir. 

Marek'e göre (Marek, 1983) kofaktör Ģunlar olabilir: 

1. Bir koenzim - diyaliz edilebilen, ısıl yapılabilen ve protein kısmına gevĢek 

biçimde bağlanmıĢ protein olmayan organik bir madde. 
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2. Bir proteaz grubu - protein veya apoenzim kısmına sıkıca bağlanmıĢ, diyaliz 

edilebilen ve ısıl yapılabilen organik bir madde. 

3. Bir metal-iyon aktivatörü - bunlar K 
+
, Fe 

++
, Fe 

+++
, Cu 

++
, Co 

++
, Zn 

++
, Mn 

++
, 

Mg 
++

, Ca 
++

 ve Mo 
+++

 içeren yapılar. 

1.4 Enzimlerin Sınıflandırılması 

1.4.1 Oksidoredüktazlar 

Oksidoredüksiyon reaksiyonlarını katalizleyen tüm enzimler bu sınıfa 

girmektedir. Hidrojen -donör olarak oksitlenmiĢ- substrat kabul edilir. Sistematik ismi 

donöre dayanmaktadır. Alıcı ise oksidoredüktazdır. Alternatif isim olarak redüktaz ve 

O2  molekülünün elektron alıcı olduğu durumlar için ise oksidaz ismi kullanılır (Harrow, 

B., and Mazur, 1962; Schuster). 

1.4.2 Transferazlar 

Bir grubu transfer eden enzimler transferaz kısmına girer. Bir bileĢikten baĢka bir 

bileĢiğe bir metil grubunun transfer edilmesini sağlayan enzimler bu gruba örnek olarak 

gösterilebilir (Harrow, B., and Mazur, 1962; Schuster). 

1.4.3 Hidrolazlar 

Hidrolaz grubundaki enzim türleri C-O, C-C, C-N ve fosforik anhidrit bağları ile 

bazı diğer bağların hidrolitik bölünmesini katalizler. Genel olarak tüm hidrolitik 

enzimler transferaz olarak sınıflandırılabilir (Harrow, B., and Mazur, 1962; Schuster). 

1.4.4 Liyazlar 

Liyaz grubuna giren enzimler ise C-C, C-O, C-N gibi birçok bağı elimine ederek 

parçalar ve substratlardan uzaklaĢtırır. Parçalama sonucunda hidrolizden farklı bir 

mekanizma kullanarak gruplara çift bağ veya halka grupları ekleyen enzim türleridir 

(Harrow, B., and Mazur, 1962; Schuster.). 

1.4.5 İzomerazlar 

Bu gruptaki enzimler ise bir molekülün, molekül içindeki geometrik, optik ve 

yapısal izmorlerin birbirlerine dönüĢümünü katalize eder. Ġzomerizm tipine göre, 

rasemeraz, epimeraz, cis-trans izomeraz, tautomeraz, mutaz veya sikloizomeraz olarak 

adlandırılabilir (Harrow, B., and Mazur, 1962; Schuster.). 
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1.4.6 Ligazlar 

Ligazlar, C ile C, O, S, N arasında bağ oluĢumunu katalizleyen enzimlerdir. 

Buradaki kimyasal reaksiyonda kullanılan enerji, ATP veya guanozin-5'-trifosfat (GTP) 

gibi moleküllerin yüksek enerjili fosfat gruplarının hidrolizinden açığa çıkan enerjidir 

(Harrow, B., and Mazur, 1962; Schuster.). 

1.5 Mg-Şetalaz 

Biyosentetik yolakların dallanma noktalarındaki enzimler her zaman 

biyokimyacıların ilgisini çekmektedir. Fotosentetik organizmalarda, biyosentetik 

çabaların büyük bir kısmı Chl veya bakteriyokloril (Bchl) sentezindedir. Demir (II) 

bağlı protoporfirin yapısı HEME ve Chl sentezinin dallanma noktası, metal-iyon 

Ģelatasyonu ve protoporifirin IX kullanım düzeyi ile birbirinden ayrılır. HEME 

sentezinde, ferroĢelataz enzimi tarafından tetrapirol halkasına bir ferröz iyonu katılır. 

Chl sentezinde ise tetrapirol halkasına Mg-Ģelataz enzimi varlığında Mg
+2

 iyonu katılır 

(ġekil 1.2.). Bu dallanma noktasındaki farklılık HEME ve Chl/Bchl’in özellikleri ve 

karakterizasyonu için ıĢık tutmaktadır (Walker & Wıllows, 2015). 

 

Şekil 1.2. Mg-Protoporfirin sentezi (Walker & Wıllows, 2015) 

FerroĢelataz enzimi, hem fotosentetik hemde fotosentetik olmayan 

organizmalarda tanımlanmıĢtır. YaklaĢık olarak 50 kDa ağırlığındadır. Bu enzimin 

katalizlenmesi için substrat olarak protoporfirin IX ve Fe
+2

 iyonu gerekmektedir (Dailey 

& Gerdes, 2015; Walker & Wıllows, 2015). Mg-Ģelataz enzimi ise yıllarca 

karakterizasyon giriĢimlerine direnmiĢ bir enzim olup analizi çok zordur. Aktivite 

kloroplastlarda fazlaca bulunur. Fakat enzimin elde ediliĢ aĢamalarında enzimi elde 

edebilmek için eğer bitkiden elde ediliyorsa kloroplastların parçalanması, eğer 
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bakteriden elde edilecek ise hücrelerin parçalanması gerekmektedir. Kloroplastların ve 

hücrelerin parçalanması esnasında bir aktivite kaybı yaĢanmaktadır ve bu kayıp yaklaĢıl 

olarak % 98’leri bulmaktadır. Her iki iĢlem basamağında ise aktivite yalnızca ATP 

varlığında gözlenmektedir (Gorchein, 1973; Pardo, Chereskin, Castelfranco, Franceschi, 

& Wezelman, 1980). Yapılan çalıĢmaların artması ile aktivite kaybındaki nedenler 

belirgin hale gelmektedir. Aktiviteyi korumanın anahtarı, kloroplast içeriğini 

seyreltmemek için yüksek protein deriĢimlerinde kloroplastların parçalanmasıdır.  

Parçalanan homojenat eğer fraksiyonlanırsa aktivite kaybolur fakat bu iki 

fraksiyon tekrar bir araya getirilerek rekombinasyonu sağlanırsa aktivite tekrar 

gözlenmeye baĢlar. Yapılan çalıĢmalarla birlikte araĢtırmacılar Mg-Ģelatazın çok 

bileĢenli bir enzim olduğuna kanaat getirmiĢlerdir (Gıbson, Jensen, & Hunter, 2015; 

Hansson, Gough, Kannangara, & Wettstein, 1997; Willows, Hansson, Beale, Laurberg, 

& Al-Karadaghi, 1999). 

1.6 Enzim Saflaştırılmasında Kullanılan Yöntemler 

Enzimler protein yapılı bileĢikler olduğundan aslında protein saflaĢtırılmasındaki 

dikkat edilecek hususlar burada da geçerlidir. SaflaĢtırma prosesleri her enzime ve 

proteine göre değiĢir. Ġlk olarak istenilen enzim ya da protein hangi kaynaktan elde 

edilecekse buna uygun bir saflaĢtırma prosedürü seçilir. Bu süreç, sonunda elde edilecek 

verimi doğrudan etkiler. 

Fakat; istenilen enzim belirlenen kaynaklarda genellikle seyreltik olarak 

bulunduklarından ilk basamak ekstraksiyon iĢleminden sonra deriĢtirme iĢlemidir. 

Homojenatları deriĢtirmek için pek çok yöntem bulunmaktadır. Bunlar aĢağıdaki gibi 

sınıflandırılabilir. 

 Çöktürme 

 Ultrafiltrasyon 

 Ġyon değiĢim kromatografisi 

 Diafiltrasyon  

 Liyofilizasyon 

 Kuru formdaki sephadex G-25 ilavesi 
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1.6.1 Ekstraksiyon 

SaflaĢtırma prosedürü ne olursa olsun ilk basamak her zaman ekstraksiyon 

basamağıdır. Burada istenilen enzim ya da proteinin kaynaktan alınması hedeflenir. 

Tabi bu basamak içinde farklı yöntemler bulunmaktadır. Enzimin ya da proteinin 

lokalizasyonundan dolayı (ekstraselüler ya da intraselüler) farklı parçalama yöntemleri 

kullanılır. Bu parçalama yöntemleri için bıçakla ya da el ile homojenizasyon, 

sonikasyon, deterjan ya da organik çözücü ile liziz, ozmotik Ģok, dondurup-çözme ve 

cam küre ile vorteksleme gibi birçok yöntem sıralanabilir. Buradaki amaç istenilen 

enzimin alınarak diğer hücre ya da bitki kalıntılarından ve kirlilikten kurtulmaktır. 

Böylelikle nispeten daha az bir matriks ortamında olan hedef enzim için bir sonraki 

basamaklara geçilebilir (Tuncer, 2008). 

1.6.2 Çöktürme 

Ekstraksiyon iĢleminden sonra elde edilen homojenat hacimce fazla olacağından 

içerisindeki hedef enzimin deriĢtirilmesi gerekir. Çöktürme iĢlemi bunlardan biridir ve 

homojenatın içerisinden enzim ya da proteini çöktürerek daha deriĢik bir numune elde 

etmeyi hedefler. Çöktürme iĢlemi tuz, organik çözücü ve yüksek moleküler kütleli 

polimerin ilavesi ile yapılabilir. 

Genellikle protein çözeltilere az miktarlarda tuz ilavesi çözünürlüğü arttırır buna 

“salting-in” denir fakat tuz ilavesinin optimum seviyeyi aĢması ise tam tersi bir etki 

yaparak proteinlerin çökmesine neden olmaktadır (salting-out). Laboratuvar ortamında 

genellikle amonyum sülfat tuzu en çok kullanılan tuzdur. Proteinlerin üzerinde denatüre 

edici bir etki yaratmaması, ucuz ve bol bulunabilir olması bu nötral tuzların 

kullanımının tercih edilmesine sebep olmuĢtur. Ucuz ve yüksek saflıkta bol bulunabilir 

olmasından dolayı bu yöntem endüstriyel alanda da oldukça kullanıĢlı bir yöntemdir. 

Çöktürme iĢleminden sonra proteinler santrifüj iĢlemi ile toplanır (Tuncer, 2008). 

1.6.3 Ultrafiltrasyon 

Laboratuvar ve endüstri alanında sıklıkla kullanılan bir diğer yöntem ise 

ultrafiltrasyon yöntemidir. Ultrafiltrasyon yönteminde, çeĢitli gözenek boyutuna sahip 

filtreler kullanılır. Kirleticiler ve safsızlık olarak nitelendirdiğimiz istenilen enzimin 

molekül boyutuna göre daha küçük molekül ağırlıklı proteinler filtreden geçer ve 
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numunemizi daha deriĢik elde etme imkânı sunar. Kullanılan filtrelerin (ġekil 1.3.) 

molekül büyüklükleri ise 3, 10, 30, 50, 100 kDa’dır (Tuncer, 2008).  

 

Şekil 1.3. Çeşitli molekül büyüklüklerine sahip ultrafiltrasyon tüpleri 

1.6.4 İyon Değişim Kromatografisi 

Ġlk olarak 1960 yıllarında ortaya atılan bu teknik ile biyomoleküllerin yüzey 

yüklerine göre ayrılıp saflaĢtırılmasına olanak sağlandı. Ġlk günden bugüne hala 

kullanılan bu yöntem aynı zamanda saflaĢtırma basamağında önemli rol oynamaktadır. 

Öne sürülen bu teknik, mikro ölçekli laboratuvar ortamından kilogram ölçekli endüstri 

Ģartlarına kadar tüm alanlarda kullanılır. SaflaĢtırmanın yanı sıra homojenatların 

deriĢtirilmesinde de kullanılan bir yöntem olduğundan bu baĢlık altında ele alınabilir. 

Amino asitler, peptitler, nükleotitler gibi biyolojik materyallerin farklı pH’lardaki net 

yüzey yükleri negatif, pozitif ya da sıfır olabilir. Bu yöntem ile belirli bir pH’da net 

elektriksel yüke bağlı olarak uygun bir sabit faz (iyon-değiĢtirici matriks) seçilir (ġekil 

1.4.). Bu yöntem ile homojenatlar iyon değiĢtirici matrikse bağlanmayan birçok 

safsızlıktan ve kirleticiden uzaklaĢtırılmıĢ olur. Daha sonra uygun bir elüent yardımıyla 

bağlanan hedef materyaller toplanabilir(GE Healthcare; Tuncer, 2008). 
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Şekil 1.4.  İyon değişim kromatografisi (GE Healthcare.) 

1.6.5 Liyofilizasyon ve Diyaliz 

Liyofilizasyon yöntemi, örnek içerisindeki suyun katı formdan gaz formuna 

geçirerek uzaklaĢtırılmasını sağlar. Bu yöntem ile büyük hacimli örnekler içerisindeki 

su uzaklaĢtırılır ve daha yoğun protein miktarına sahip örnekler elde edilir. 

Diyaliz ise genellikle tampon değiĢtirilmesi ortamdaki tuzun uzaklaĢtırılması gibi 

yöntemlerin yanı sıra deriĢtirme basamağı olarak da kullanılır. Fakat bu basamak yerine 

ultrafiltrasyon yöntemi tercih edilir. Diyaliz basamağı hem çok uzun sürdüğünden 

zaman kaybına yol açar hem de denatürasyon oranı diğer yöntemlere göre fazladır 

(Tuncer, 2008). 

1.6.6 Kuru Formdaki Sephadex G-25 İlavesi 

Kuru formdaki sephadex G-25 ilavesi ile örneklerin fazla suyu gel gözeneklerine 

dolar fakat protein yapılı biyomoleküller fazla büyük olduğundan onlar bu 

gözeneklerden giremez. Böylelikle ortamdaki fazla su uzaklaĢtırılarak örneğin 

yoğunlaĢtırılması hedeflenmektedir. Bu yöntemde kullanılan sephadex pahalı bir 

materyal olduğundan küçük ölçekli çalıĢmalar için uygundur (Tuncer, 2008). 
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1.7 Afinite Kromatografisi 

Afinite kromatografisi, kromatografik yöntemler arasındaki en seçici olan 

yöntemdir. Bu yöntemin temeli, hedef molekülün kromatografik matrikse bağlanmıĢ bir 

ligand ile arasındaki geri dönüĢümlü etkileĢimine dayanır. Buradaki geri dönüĢümlü 

etkileĢimler, zayıf moleküler arası etkileĢimler, hidrojen bağı, hidrofobik etkileĢim ya 

da biyolojik etkileĢim türü olabilir. Hedef molekül katı matriks ile etkileĢeceğinden 

etkileĢmeden çıkan kirlilik ve safsızlıktan arındırılmıĢ olur. Hedef molekülün ayrılması 

ise ortamın pH’ını, iyonik kuvvetini ya da polaritesini değiĢtirmek gerekir. Afinite 

yöntemi, çoklu matriks ortamından hedef molekülün tek bir adımda saflaĢtırılmasını 

hedeflemektedir. Böylece afinite kromatografisi yüksek seçiciliğinden dolayı ard arda 

birçok kromatografik yöntem kullanılarak yapılacak saflaĢtırma yöntemini tek 

basamakta gerçekleĢtirerek zamandan tasarruf sağlar (Celikoglu, 2015; Ge Healthcare, 

2007; Narayanan & Crane, 1990). 

1.7.1 Boya-Ligand Afinite Kromatografisi 

Afinite kromatografisinde oldukça spesifik ligandlar kullanılmasına rağmen 

yüksek maliyetli oldukları için kapsamlı çalıĢmalar için fazla tercih edilmemektedir. 

Ayrıca; kullanılan materyallerin destek matrisi içindeki aktivitesini korumak zordur. Bu 

dezavantajlar nedeniyle boya ligantların kullanım alanları artmıĢtır. Boya ligantlarının 

özellikle enzimleri bağlama kapasiteleri yüksektir. Ticari olarak kolay temin 

edilebildikleri gibi ucuzdur ve hidroksil grupları taĢıyan matrislerle kolayca hareketsiz 

hale getirilebilir. Boyalar doğada sentetik olarak bulunur ve bağlayıcı ajanların yapısını 

taklit ederek birçok proteinin aktif bölgeleriyle etkileĢime girerler. Denizli ve ark.’nın 

yapmıĢ olduğu çalıĢmada sibakron mavisi kullanılmıĢtır. Kriyojel kolonlara immobilize 

edilen boya ile Mg-Ģelataz enziminin saflaĢtırılması amaçlanmıĢtır (Denizli & PiĢkin, 

2001; Kaya, 2012). 

1.8 ANADOLUCA metodu  

Anadoluca metodu “Aminoasit Dekore EdilmiĢ IĢık Destekli Konjugasyon 

YaklaĢımı (AmiNoAcid Decorated and Light Underpinning Conjugation Approach)'nın 

kısaltmasıdır. R. Say ve arkadaĢları (Say et al., 2011) tarafından geliĢtirilen bu metod ile 

nano-enzim ve nano-protein gibi tekrar kullanılabilen, tampon ve sulu fazda 

çözünmeyen ve kararlı polimerler sentezlenmektedir. Sentezlenen maddelerin çok 

iĢlevli, biyouyumlu ve stabil olması yöntemin avantajlarından birkaçıdır. 
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Bu çalıĢmada; ANADOLUCA metodu kullanılarak poli(HEMA-ko-Mg-Ģelataz) 

polimerik malzemesi geliĢtirilmesi hedeflenmektedir. Bu polimerik malzeme 

geliĢtirilirken Mg-Ģelataz enzimi ek bir basamağa ihtiyaç duyulmadan fotosensitif ve 

kovalent olarak kolona bağlanmıĢtır. Bağlanma sırasında Mg-Ģelataz enzimi herhangi 

bir konformasyon ve aktivite kaybına uğramamıĢtır. 

1.9 Kriyojeller 

Kriyojeller, Yunancadaki don ve buz anlamına gelen krios (kryos) kelimesinden 

gelmektedir. Kriyojeller, çeĢitli araĢtırma alanlarından uygulamalara sahip, sıfır 

derecenin altındaki sıcaklıklarda hazırlanan birbirine bağlı gözenekli jellerdir. 

KriyojelleĢme iĢlemi, buz kristali oluĢumu, çapraz bağlama ve polimerizasyon 

basamaklarından oluĢur. Benzer bir yaklaĢımla kriyojeller, sulu bir çözelti içinde 

çözünen bir maddenin öncü çözeltisinin sıfırın altındaki sıcaklıklarda dondurularak 

sentezlenir. Zamanla çözücü donmaya baĢlar ve donmuĢ faz ve donamamıĢ faz olmak 

üzere iki faz oluĢur. Çözünen parçacıklar, donmamıĢ sıvı faz ile sınırlı kalır ve 

etkileĢerek polimerleĢir. Daha sonra buz kristallerinin çözünmesinin ardından birbirine 

bağlı makro gözenekli yapılar meydana gelir (ġekil 1.5). Kriyojel kolonlar mekanik, 

kimyasal ve ozmotik zorluklara uyum sağladığından tercih edilmektedir. Bu nedenle 

biyoteknolojik alanlarda özelliklerinden dolayı diğer jel türlerinden daha fazla 

kullanılmaktadır(Kumar, Mishra, Reinwald, & Bhat, 2010). 

 

Şekil 1.5.  Kriyojel oluşumu aşamaları (http://bilsenbesergil.blogspot.com/p/kriyojel-cryogel.html) 

Kriyojellerin karakterizasyon iĢlemleri için Taramalı elektron mikroskobu 

(SEM) Fourier dönüĢümlü infrared spektroskopisi (FITR) ve ĢiĢme testi gibi iĢlemler 

uygulanmaktadır. SEM görüntüleri alınan kriyollerdeki por gözeneklerinin çapı, por 

gözeneklerinin dağılımı ve yapıyı meydana getiren gözeneklerin örgüsü belirlenir. 

http://bilsenbesergil.blogspot.com/p/kriyojel-cryogel.html
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Bunlar akıĢın oluĢması için önemli parametreler arasındadır. FITR cihazı ile analizlerde 

kriyojellerin fonksiyonel grupları belirlenir. Böylelikle immobilize edilmek istenilen 

biyomolekülün immobilize edilip edilmediğine bakılır. Kriyojel kolonların ĢiĢme testi 

ise süngerimsi yapıya sahip olup olmadığının kanıtıdır. Kriyojel kolonlarda su tutma 

kapasitesi önemli bir kriterdir çünkü su tutarak hacimce büyüyen kolonlar 

biyomoleküllerin rahatça geçeceği gözenekleri oluĢturur. Böylelikle gözeneklere zarar 

görmez ve tekrar kullanılabilirler. 

1.10 Amaç 

Bitkilerde, Mg
++

 iyonu, bitkinin canlılığını sağlaması açısından çok önemlidir ve 

proteinlerin çoğu yaprak hücrelerinde bulunmaktadır. Bu nedenle; Mg
++

 iyonu 

yokluğunda kloroplastların yapısı, fonksiyonu ve miktarı önemli oranda etkilenir. Mg
++

 

iyonu, Mg-Ģelataz enzimi katalizliğinde Chl yapısına katıldığından bitkilerin yeĢil ve 

canlı olması için önemli bir iyondur. Bitkiler yaĢlandıkça proteinler parçalanılarak daha 

genç olan yapraklara taĢınır. 

Chl biyosentezinde ki ilk aĢama; Mg-Ģelataz enzimi katalizörlüğünde Mg
++

 

iyonunun porfirin yapısına katılmasıdır Ticari önemine bakıldığında ise; laboratuvar 

ortamında bitki hücrelerinden saflaĢtırılan Mg-Ģelataz enzimi protoporfirin-IX yapısına 

ATP varlığında Mg
++

 iyonu bağlanmasını katalizleyerek klorofil biyosentezindeki ilk 

basamağın oluĢumunu bu da yapay bir Chl yapısının oluĢmasını gerçekleĢtirir. 

Bu doğrultuda, tez çalıĢmamda yeĢil bitki yapraklarından Mg-Ģelataz enziminin 

saflaĢtırılması amaçlanmıĢtır. SaflaĢtırma için birçok enzim ve protein saflaĢtırılması 

için kolaylıkla kullanılan boya ligand afinite kromatografisi kullanılmıĢtır. 

SaflaĢtırılmak istenilen Mg-Ģelataz enzimine afinitesi olan sibakron mavisi boya olarak 

kullanılmıĢtır. SaflaĢtırılan enzim ANADOLUCA metoduna göre kriyojel kolona 

immobilize edilecek ve Mg-protoporfirin dönüĢümünü gerçekleĢtirerek yapay bir 

klorofil oluĢturmak için ilk basamak gerçekleĢmiĢ olacaktır. Laboratuvar koĢullarında 

yapay bir klorofil elde ederek yapay oksijen üretici sistemler üretilmesi 

hedeflenmektedir. Yapay oksijen üretici bir sistemin, Dünya’nın en büyük 

sorunlarından biri olan sera gazlarının artması sonucu olan küresel ısınma problemine 

karĢı yapılacak çalıĢmalar için bir basamak olduğu düĢünülmektedir.  
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2.  MATERYAL 

2.1 Kimyasallar 

ÇalıĢma boyunca kullanılan kimyasallar Tablo 2.1’de verilmiĢtir. 

Tablo 2.1.  Kullanılan kimyasal malzeme listesi 

Kimyasalın Adı Firma, Ülke 

Adenozin 5′-trifosfat disodyum tuzu hidrat Sigma Aldrich, Amerika 

Amonyum peroksidisülfat (APS) Alfa Aesar, Amerika 

Aseton Arıkim Lab, Türkiye 

Etilendiamintetra asetik asit disodyum 2 H2O (EDTA) Panreac, Almanya 

4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit, (HEPES) Sigma Aldrich, Amerika 

2-Hidroksietil metakrilat % 96 (HEMA) Acros Organics Belçika 

Magnezyum Klorür Sigma Aldrich, Amerika 

Mangan (II) Klorür %99 Sigma Aldrich, Amerika 

N’N’- Metilenbisakrilamid %99 Sigma Aldrich, Amerika 

Potasyum Hidroksit Pellet Tekkim, Türkiye 

Sibakron Mavisi Anonim 

Sükroz Sigma Aldrich, Amerika 

Sodyum Hidroksit Boncuk Tekkim, Türkiye 

N,N,N’, N’-Tetrametilenetilendiamin (TEMED) Sigma Aldrich, Amerika 

Trisin Sigma Aldrich, Amerika 

 

2.2 Çözelti ve Tamponlar 

ÇalıĢma boyunca kullandığım çözelti ve tamponların hazırlanıĢı Tablo 2.2’de 

verilmektedir. 

Tablo 2.2.  Kullanılan çözelti ve tamponların listesi 

Çözelti ve Tamponlar Hazırlanışı 

A tamponu ve homojenizasyon tamponu: 50 mM 

HEPES-KOH (1mM MnCl2, 1mM MgCl2, 2 mM 
EDTA,0,5 M sükroz) pH:8.0 

11,91 gr HEPES tartılır KOH çözeltisi ile pH:8’e 

ayarlanır. 95 mg MgCl2, 125 mg MnCl2, 744,48 
mg EDTA, 171.15 g sükroz eklenir 1L’ye 

tamamlanır. 

100 mM Tricine-NaOH pH: 8.0 17,9 g Tricine tartılır. NaOH ile ph:8’e ayarlanır. 

1L’ye tamamlanır. 

10 mM MgCl2 çözeltisi  95,21 mg MgCl2 tartılır 100 mL saf suda 

çözünür. 

Mg-ATP çözeltisi 

 

22,0456 mg tartılıp 1mL saf suda çözünür 
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Protoporfirin IX çözeltisi  2,5308 mg tartılır 1 mL DMSO’da çözünür. 

2.3 Cihazlar 

ÇalıĢma boyunca kullanılan cihaz bilgileri Tablo 2.3’de verilmiĢtir. 

Tablo 2.3.  Kullanılan cihaz ve sarf malzeme listesi 

Cihazlar ve Sarf Malzemeleri Firma, Ülke 

+4 Buzdolabı Liebherr, Medline, Almanya 

-20 Buzdolabı Liebherr, Medline, Almanya 

Çalkalayıcı Thermo, Amerika 

Mikroplaka Okuyucu BioTek Synergy H1, Amerika 

Etüv Innovens, Jouan, Amerika 

FT-IR Spektrofotometre (Spectrum 100) PerkinElmer, 

Küçük Santrifüj Hettich, Almanya 

Liyofilizatör Labconco, Freezone, Amerika 

Manyetik KarıĢtırıcı Jeio Tech, Lab Companion, Amerika 

Mikropipet Uçları Isolab, Almanya 

Santrifüj Sigma, Amerika 

pH Metre (H1 2211 pH/ORP) Hanna, Amerika 

Pipetör Brand, Transferpette, Almanya 

Hassas Terazi Ohaus, Pioneer, Amerika 

Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) Zeiss Ultra Plus, Almanya 

Ultrasonik Su Banyosu Lab Companion, Amerika 

Vorteks Stuart, Ġngiltere 
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3. METOD 

3.1 Kloroplast İzolasyonu 

Kloropolast izolasyonu için temin edilen yeĢil ve canlı bitki yaprakları (Görsel 

3.1.) küçük parçalara ayrılmıĢtır Daha sonra tartılarak üzerine ağırlığının yaklaĢık 12,5 

katı kadar soğuk 1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, 2 mM EDTA, 0,5 M sükroz içeren 50 

mM 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit – potasyum hidroksit (HEPES-

KOH) pH:8.0 kloroplast tamponu eklenerek parçalanmıĢtır. OluĢan homojenat peynir 

süzme bezinden süzülerek, süzüntü 200 x g’de 10 dak. santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant 

tekrar toplanarak 9870 x g’de santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj 9870 x g’ye geldiğinde 

durdurulmuĢtur. Toplanan pelet kloroplast tamponu ile tekrar süspanse edilmiĢtir. Tüm 

prosedür +4 °C’de gerçekleĢtirilmiĢtir. Her basamaktan örnek ayrılarak aktivite ve 

miktar tayinleri yapılmıĢtır (Chu, Hsiu-An & Chang, Ing-Feng & Shen, C.-H & Chen, 

Y.-T & Wang, H.-T & Huang, Li-Chun & Yeh, 2012). 

 

Görsel 3.1. Taze yeşil yapraklar 

3.1.1 İzole Edilen Kloroplastların Parçalanması 

Tekrar süspanse edilen pelet -80 °C’de 2 kere dondurulup çözdürülmüĢtür. 

Dondurulup çözündürmedeki amaç Ģok uygulayarak kloroplastları parçalamaktır 

(Görsel 3.2) (Walker & Weinstein, 1991). 
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Görsel 3.2. Parçalanan kloroplastlar 

3.2 Protein Miktar Tayini. 

Toplam protein miktar tayini Bikinkoninik asit (BCA) yöntemine göre yapılmıĢtır 

ve sığır serum albümini (BSA) referans olarak kullanılmıĢtır. BCA yönteminde alkali 

bir ortamda Cu
+2

 iyonları peptit bağlarındaki sistin, sistein, triptofan ve tirozin 

aminoasitlerine bağlanarak Cu
+1

’e indirgenmiĢ ve mor renk oluĢmuĢtur. OluĢan mor 

renk 562 nm’de ölçülmüĢtür. OluĢan kompleksin kararlı olması ve kolay kullanılabilir 

olmasından dolayı laboratuvar Ģartlarından tercih edilen bir yöntemdir(Smith et al., 

1985). 

Kalibrasyon grafiği oluĢturmak amacıyla farklı deriĢimlerde (200, 400, 600, 800 

ve 1000 ppm) BSA çözeltileri hazırlanmıĢtır. 25 uL protein çözeltisinin üzerine 200 uL 

BCA reaksiyon karıĢımından eklenerek 60 °C 15 dak. inkübasyona bırakılmıĢtır. 15 

dak. sonunda oluĢan mor renkli çözelti 562 nm’de absorbansı ölçülerek kalibrasyon 

grafiği çizilmiĢtir. Total protein miktarı,  

                                                      (3.1.) 

eĢitliği yardımıyla hesaplanmıĢtır (EĢitlik 3.1). 

3.3 Mg-Şelataz Aktivite Tayini 

Mg-Ģelataz aktivite tayini Walker ve Weinstein (Walker & Weinstein, 1991) 

metoduna göre yapılmıĢtır. Son deriĢimleri 1 mM MgCl2, 4 mM ATP, 9 µM 

protoporfirin IX içeren 50 mM Trisin- HCl pH:8.0 aktivite çözeltisine enzim (5 mg L
-1

 

– 1 mg L
-1

) eklenerek 37  ’de 1 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon iĢleminin ardından 
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üzerine 1800 µL aseton/su/NH3 (80:20:1) karıĢımı eklenerek 15000 x g’de 5 dak. 

santrifüj edilmiĢtir. Kuartz küvete alınan süpernatantın floresans ölçümleri yapılmıĢtır, 

(Ex:420nm Em: 550-650nm). Aktivite iĢlemi kloroplast izolasyonunun her basamağında 

toplanan örnekler için tekrarlanmıĢtır. 

Aktivite ortamındaki harcanan protoporfirin IX’u belirlemek için aktivite çözeltisi 

içerisinde protoporfirinin IX’un farklı deriĢimleri (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 µM) hazırlanarak 

aktivite prosedürü uygulanmıĢtır. Elde edilen veriler ile deriĢime karĢı emisyon 

piklerinin değeri grafiğe geçirilerek kalibrasyon grafiği çizilmiĢtir. Aktivite,  

  8,028x (R
2
=0,9963)                                            (3.2) 

 eĢitliğine göre hesaplanmıĢtır (EĢitlik 3.2). 

3.4 Sibakron Mavisi Boya Ligand Afinite Kolonun Hazırlanması 

Boya ligand afinite kolonu hazırlamak için öncelikle poli(HEMA) kolonlar 

ANADOLUCA metoduna göre sentezlenmiĢtir. Poli(HEMA) kolon sentezi için 1045 

µL deionize su içerisinde 21,225 mg N,N-metilen-bis-akrilamid ve 112,5 µL HEMA 

çözülüp stok çözelti hazırlanmıĢtır. Daha sonra 1 mL’lik kolon hazırlamak için stok 

çözeltiden 760 µL alınıp 221,54 µL saf su ve 30,75 µL bis(2,2’-bipiridil) MATrp-

MATrp rutenyum (II) (MAT-Ru-MATry) eklenerek 2 sa. N2 gazı altında karıĢtırılmıĢtır. 

KarıĢtırılan çözeltiye polimerizasyon baĢlatıcı olarak 10 µL amonyum persülfat (APS) 

ve katalizör olarak 1µL N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine (TEMED) konularak 

plastik bir Ģırıngaya doldurulmuĢtur. Hazırlanan kolon -20   1 gece boyunca 

polimerleĢmesi için bırakılmıĢtır. PolimerleĢen kriyojel kolon dolaptan çıkarılarak oda 

sıcaklığına gelmesi beklenmiĢtir. Oda sıcaklığına geldikten sonra 40 mL saf su ile 

polimerleĢmeden kalan maddeleri uzaklaĢtırmak için yıkanmıĢtır. 

Poli(HEMA) kolonlara boya immobilizasyonu için öncelikle sibakron mavisi 

deriĢimi 5 mgmL
-1

 olacak Ģekilde 50 mL suda çözünmüĢtür. Hazırlanan boya çözeltisi, 

50 mL su içerisinde bulunan kriyojel kolonlara ilave edilmiĢ v daha sonra 5 g NaOH 

tartılarak çözelti içerisine eklenmitir. Kolonların da içinde bulunduğu hazırlanan 

karıĢım 80 °C’de 125 rpm’de 4 sa boyunca karıĢmaya bırakılarak boyanın kolona 

bağlanması sağlanmıĢtır (Görsel 3.3) (Doğan, Özkara, Sarı, Uzun, & Denizli, 2012). 
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Görsel 3.3.  Poli(HEMA) kriyojel kolonlara boyanın immobilizasyonu 

4 saatin sonunda hazırlanan kolonlar bağlanmayan fazla boyanın uzaklaĢtırılması için su 

ve etanol ile yıkanmıĢtır (Görsel 3.4). 

 

Görsel 3.4.  Poli(HEMA) kriyojel kolon (beyaz kolon) Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel 

kolon (mavi kolon) 

3.4.1 Kolon karakterizasyonu 

Hazırlanan sibakron mavisi boya afinite kolonun karakterizasyonu SEM, FT-IR, 

ve ĢiĢme testi ile yapılmıĢtır. 

3.4.1.1 SEM 

Kolondan alınan 5 mm kalınlığındaki kesitler, 60  ’deki etüvde kurutularak 

iletkenliğin sağlanması için vakum altında 1 dak. boyunca 50 mA’lik akımla altın 

kaplanmıĢtır. Altın kaplanan numunelerin SEM ile görüntüleri alınmıĢtır. 
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3.4.1.2 FT-IR 

FTIR analizleri için kolondan alınan kesit kurutulmuĢtur. Kurutulan kesit nemi 

uzaklaĢtırılan KBr ile homojen olana kadar dövülmüĢ ve pellet haline getirilmiĢtir. 

Hazırlanan pelletin FT-IR cihazı ile analizleri yapılmıĢtır. 

3.4.1.3 Şişme testi 

Hazırlanan sibakron mavisi boya afinite kolonundan küçük bir kesit alınıp 1 gece 

boyunca 60  ’de kurutulmuĢtur. Kurutulan kesit tartılarak not edilmiĢtir. Daha sonra 

üzerine yavaĢ bir Ģekilde damla damla su eklenerek kolon ĢiĢirilmiĢtir. ġiĢirilen kolon 

tekrar tartılarak aĢağıdaki eĢitlik (EĢitlik 3.3) yardımıyla ĢiĢme oranı hesaplanmıĢtır. 

    
(   –   )

  
                                                     (3.3) 

Wk= Kuru polimerin ağırlığı  

WĢ: ġiĢirilmiĢ polimerin ağırlığı  

SD: ġiĢme Derecesi 

3.5 Saflaştırma Çalışmaları 

Magnezyum-Ģelataz saflaĢtırılması için hazırlanan sibakron mavisi boya 

immobilize edilmiĢ afinite kolonu, hızlı protein sıvı kromatografisi (FPLC) cihazına 

entegre edilmiĢtir (Görsel 3.5). Kolon 1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, 2 mM EDTA, 0,5 M 

sükroz içeren 50 mM HEPES-KOH pH:8.0 (A tamponu) ile dengelenmiĢtir. 

Dengelenen kolona 1 mL akıĢ hızında 100 µL numune enjeksiyonu yapılmıĢtır. Elüent 

olarak A tamponu kullanılmıĢtır. Kolona bağlanmadan çıkan safsızlıkların ardından 

kolonun tekrar dengeye gelmesi beklenmiĢtir. Dengelenen kolona, bağlanan -

istediğimiz- numuneyi sökmek için 1 M NaCl içeren A tamponu (B tamponu) 

geçirilmiĢtir. Tuz molekülleri protein/enzimin etrafını sararak su molekülleri ve afinite 

kolonu ile bağlantısını keserek çözünürlüğünü azaltır ve kolondan koparırlar. Böylelikle 

saflaĢtırılmak istenilen numune elde edilmiĢ olmaktadır. Analiz spektrofotometrik 

olarak 280 nm’de takip edilmiĢtir. 
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Görsel 3.5. FPLC cihazı 

3.5.1 Enzim karakterizasyonu 

SaflaĢtırılan enzimin karakterizasyonu Mg-Ģelataz aktivite tayini, protein miktar 

tayini, sodyum dodesil sülfat–poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yapılarak 

belirlenmiĢ ve spesifik aktivitesi ve saflaĢtırma katsayısı hesaplanmıĢtır. 

3.5.1.1 Mg-şelataz aktivite tayini 

SaflaĢtırılan Mg-Ģelataz enziminin aktivite tayini bölüm 3.3’de anlatıldığı gibi 

yapılmıĢtır. 

3.5.1.2 Protein miktar tayini 

SaflaĢtırlan Mg-Ģelataz enziminin miktar tayini bölüm 3.2’de anlatıldığı gibi 

yapılmıĢtır. 

3.5.1.3 Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel eleltroforezi (SDS-PAGE) 

YeĢil yapraklardan elde edilen Mg-Ģelataz enziminin saflığının belirlenmesi için 

Leammli metodu (Laemmlı, 1970) kullanılmıĢtır. Hazırlanan jelde % 10’luk ayırma jeli 

ve % 5’lik yükleme jeli kullanılmıĢtır. Tablo 3.1’de jellerin içerikleri verilmektedir. 10 

µL örnek 10 µL 4x SDS-PAGE yükleme boyası ilave edilerek 100 °C’de 5 dak boyunca 

denatüre edilmiĢtir. Hazırlanan karıĢımdan 8 µL alınarak kuyucuklara yüklenmiĢtir. 

Yüklenme jelinde sistemden 8 mA akım geçirilmiĢ, ayırma jeline geldikten sonra akım 

16 mA’e yükseltilmiĢtir. Yürütme iĢlemi tamamlandıktan sonra jel gümüĢ boyama 

yöntemi ile boyanmıĢtır. 
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Tablo 3.1.  Mg-şelataz için kullanılan SDS-PAGE jelinin içeriği 

%10 Ayırma Jeli 

Bileşen Miktar 

H2O 11.925 mL 

Akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 9.975 mL 

1,5 M Tris(pH=8,8) 7.5 mL 

%10 (w/v) SDS 0.3 mL 

%10 (w/v) amonyumpersülfat (APS) 300 μL 

Tetrametiletilendiamin (TEMED) 15 μL 

%5 Yükleme Jeli 

Bileşen Miktar 

H2O 5.63 mL 

Akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 1.6 mL 

0,5 M Tris-HCl (pH=6,8) 2.5 mL 

% 10 (w/v) SDS 0.1 mL 

%10 APS 100 μL 

TEMED 5 μL 

 

3.6 Poli(HEMA-ko-Mg-Şelataz) Kriyojel Kolon Hazırlanması 

Poli(HEMA) ve Mg-Ģelataz immobilize poli(HEMA-ko-mg-Ģelataz) kriyojel kolonlar 

ANADOLUCA metoduna göre sentezlenmiĢtir. Poli(HEMA-ko-mg-Ģelataz) kolon 

sentezi için 1045 µL deionize su içerisinde 21,225 mg N,N-metilen-bis-akrilamid ve 

112,5 µL HEMA çözdürülüp stok çözelti hazırlanmıĢtır. Daha sonra 1 mL’lik kolon 

hazırlamak için stok çözeltiden 760 µL alınıp 221,54 µL saflaĢtırılan enzim ve 30,75 µL 

bis(2,2’-bipiridil) MATrp-MATrp rutenyum (II) (MAT-Ru-MATry) eklenerek 2 sa. N2 

gazı altında karıĢtırılmıĢtır. KarıĢtırılan çözeltiye polimerizasyon baĢlatıcı olarak 10 µL 

amonyum persülfat (APS) ve katalizör olarak 1µL N,N,N′,N′-

Tetramethylethylenediamine (TEMED) konularak plastik bir Ģırıngaya doldurulmuĢtur. 

Hazırlanan kolon -20   1 gece boyunca polimerleĢmesi için bırakılmıĢtır. PolimerleĢen 

kriyojel kolon dolaptan çıkarılarak oda sıcaklığına gelmesi beklenmiĢtir. Oda 

sıcaklığına geldikten sonra 40 mL saf su ile polimerleĢmeden kalan maddeleri 

uzaklaĢtırmak için yıkanmıĢtır (Görsel 3. 6). 
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Görsel 3.6.  Soldaki kolon poli (HEMA), sağdaki kolon poli(HEMA-ko-Mg-şelataz) 

3.6.1 Poli (HEMA-ko-mg-şelataz) kriyojel kolon karakterizasyonu 

Poli (HEMA) ve poli(HEMA-ko-Mg-Ģelataz) kriyojel kolonların karakterizasyonu 

da Bölüm 3.4.1’de anlatılan analizler uygulanarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.7  Mg-Protoporfirin Sentezi 

Mg-Ģelataz enzimini içeren protein karıĢımının immobilize edildiği poli(hema-co-

Mg-Ģelataz) kolonu peristaltik pompa düzeneğine yerleĢtirilip kolonun dengelenmesi 

için öncelikle Trisin-NaOH (pH:8.0) tamponu kolondan geçirilmiĢtir. Protoporfirin IX 

ve ATP içeren tampon karıĢımının baĢlangıç floresansı kaydedilmiĢtir. Her 15 dakikada 

bir floresans spektrumundaki değiĢim incelenmiĢ ve her ölçüm sonrasında protoporfirin 

IX ve ATP çözeltisinin floresans değeri kaydedilmiĢtir. Spektrumdaki düĢmeden 

kaynaklı enzimin aktif olduğu ve Mg-protoporfirin dönüĢümünün tamamlandığı 

varsayılmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

4.1 Kloroplast İzolasyonu ve Karakterizasyonu 

120 mL bitki homojenat çözeltisi ile çalıĢmaya baĢlanmıĢ olup her bir santrifüj 

basamağında numune ayrılmıĢtır. Son olarak izole edilen kloroplastlar 1 mL kloroplast 

tamponu ile resüspanse edilmiĢtir. 

Ġzole edilen kloroplastlar Ģok etkisiyle parçalandıktan sonra tekrar santrifüj 

edilerek süpernatant kısmı toplanmıĢtır. Toplanan süpernatantın karakterizasyonu için 

miktar tayini ve Mg-Ģelataz enzim aktivitesine bakılmıĢtır. 

4.1.1 Protein miktar tayini 

Ġzolasyon aĢamasında her santrifüj basamağından ayrılan numunelerin miktar 

tayini için BSA standart olarak kullanılarak ġekil 4.1’deki kalibrasyon grafiği 

çizilmiĢtir. Kalibrasyon grafiğinden yararlanırak ilk homojenatta 2050 ppm 200xg’den 

sonra 1443 ppm ve 9870xg’den sonra ise 4,8 ppm protein olduğu hesaplanmıĢtır. 

 

Şekil 4.1.  BSA standart grafiği 

4.1.2 Mg-şelataz aktivite tayini 

Enzim aktivitesi, baĢlangıçtaki substrat (protoporfirin IX) miktarına göre elde 

edilen floresans Ģiddetinin Mg-porfirin oluĢtukça sönümlenmesiyle oluĢan farka göre 

belirlenmiĢtir. ġekil 4.2’de verilen spektrum, içerisinde enzim olmayan ve kör numune 

adı verilen çözeltiye, ġekil 4.3’de verilen spekturum kloroplastlara ve ġekil.4.4’de 
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verilen spekturum ise 9870 x g’den sonra alınan süpernatanta aittir. Çözeltiler 420 

nm’de uyarılmıĢ ve uyarılan aktivite çözeltisi 631 nm’de emisyon piki vermiĢtir. 

Sırasıyla kör numuneye ait emisyon piki 79,790 parçalanan kloroplastlara ait emisyon 

piki 53,664 ve 9870 x g’den sonra alınan süpernatant çözeltisine ait emisyon piki ise 

48,326 olarak bulunmuĢtur. Spekturumlardan da görüldüğü gibi kör numuneye karĢı 

diğer iki spekturumun emisyon piklerinde bir düĢüĢ olduğu gözlenmiĢtir. Bu da bize 

enzimin protoporfirin IX’u kullanarak Mg-protoporfirin oluĢturduğunu göstermektedir. 

ġekil 4.4’e bakıldığında 9870 x g’den sonra alınan süpernatant çözeltisinde daha fazla 

düĢüĢ gözlenmiĢtir. Parçalama koĢullarının sert olmasından dolayı kloroplastların da 

parçalanarak enzimin süpernatanta geçtiği düĢünülmektedir. 699 nm’de gelen pikin ise 

örneklerdeki kloroplastlardan kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

 

Şekil 4.2.  İçerisinde enzim olmayan kör numuneye ait floresans ölçümü 
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Şekil 4.3.  Parçalanan kloroplastlara ait floresans ölçümü 

 

Şekil 4.4.  9870 x g’den sonra alınan süpernatant çözeltisine ait floresans ölçümü 
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Harcanan substrat miktarını belirlemek için farklı deriĢimlerde (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 

µM) hazırlanan protoporfirin IX ile çizilen kalibrasyon grafiği ġekil 4.5’te 

gösterilmektedir. Çizilen kalibrasyon grafiğinden harcanan protoporfirin miktarı 

hesaplanmıĢtır. 10 µM kırılma noktası olduğundan grafiğe alınmamıĢtır. Parçalanan 

kloroplastlar baĢlangıç miktarına göre yaklaĢık olarak 3,26 µg protoporfirin IX, 9870 x 

g’den alınan süpernatant çözeltisinde ise yaklaĢık olarak 3,93 µg protoporfirin IX 

harcanmıĢtır. 

 

Şekil 4.5.  Protoporifirin IX kalibrasyon grafiği 

4.2 Sibakron Mavisi Boya Ligand Afinite Kolon Karakterizasyonu 

Bölüm 3.5’de anlatıldığı üzere hazırlanan Poli(HEMA) ve sibakron mavisi 

immobilize edilen Poli(HEMA-ko-Sibakron mavisi) kriyojel kolonların 

karakterizasyonu için SEM, FTIR, ve ĢiĢme derecesi hesaplanmıĢtır. 

4.2.1 SEM ile Yüzey Morfolojisinin İncelenmesi 

Poli(HEMA) ve boya immobilize edilmiĢ Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) 

kolonlarına ait SEM görüntüleri ġekil 4.6 ve ġekil 4.7’de gösterilmektedir. ġekillerde 

de görüldüğü makro gözeneklere sahip birbiriyle bağlantılı düzgün bir ağ örgüsü 

bulunmaktadır. Gözenek boyutu yaklaĢık olarak poli(HEMA) kriyojel kolon için 20-100 

µm, boya immobilize poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolon için 20-200 µm 

arasındadır. Boya bağlama aĢamasında yüksek sıcaklıklara çıkıldığından çeperlerde 
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tahrip gözlenmektedir. Fakat ağ örgüsü bozulmadığından kolonun tutma kapasitesinde 

değiĢiklik gözlenmemektedir. 

     

Şekil 4.6.  Poli(HEMA) kriyojel kolon 

     

Şekil 4.7.  Boya immobilize edilmiş poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolon 

4.2.2 FTIR 

Poli(HEMA), poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) ve sibakron mavisi boyasına ait 

FTIR spekturumları ġekil 4.8’de ve sibakron mavisi boyasının yapısı ġekil 4.9’da 

gösterilmektedir. Yapı göz önüne alındığında FT-IR analizi sonucunda 1090.81 cm
-1

’de 

(C-Cl gerilmesi), 1045.83 cm
-1

 ve 1028.22 cm
-1’

de (S-O gerilme titreĢimleri), 3435.85 

cm
-1

’de (O-H gerilmesi), 3789.65 cm
-1

’de (N-H gerilme frekansları) pikler elde 

edilmiĢtir. Bu pik aralıkları sibakron mavisi boyasına ait karakteristik piklerdir. 

HEMA ve bis akrilamid’e ait polimerleĢme reaksiyonu ġekil 4.10’da 

verilmektedir. Poli(HEMA) kriyojeline ait FT-IR analizleri sonucunda, C=O keskin piki 

1726.11 cm
1
’de, C-O (ester) titreĢim gerilimleri 1248.23 cm

-1
 ve 1159 cm

-1
’de, 

hidroksil gruplarının titreĢim gerilimleri 3435.85 cm
-1

’de gözlemlenmiĢtir. Bu pikler 

yapı ile karĢılaĢtırıldığında poli(HEMA)’ya ait karakteristik piklerdir. 
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Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolonunda boya immobilizasyonundan 

dolayı ilave bantlar bulunur. 1248.16 cm
-1

'deki bant, boya molekülünün sülfonik asit 

gruplarından kaynaklanmaktadır. Ek olarak, 965.68 cm
-1

 ve 853.48 cm
-1

'deki bantlar, 

boya moleküllerinin birincil ve ikincil amin gruplarının sallama titreĢiminden 

kaynaklanmaktadır. Dolayısıyla, bu FT-IR analizi sonucunda sibakron mavisi’nin 

poli(HEMA) üzerine baĢarılı bir Ģekilde bağlandığını doğrulamaktadır. 

 

Şekil 4.8.  Poli(HEMA), poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) ve sibakron mavisi ait FTIR 

spekturumları 
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Şekil 4.9.  Sibakron mavisi boyanın molekül yapısı 

Poli(HEMA)

Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi)

Sibakron mavisi

Name

Sample 033 By Analyst Date Monday, July 22 2019

Sample 034 By Analyst Date Monday, July 22 2019

Sample 032 By Analyst Date Monday, July 22 2019
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Şekil 4.10.  Poli(HEMA)'nın polimerleĢme reaksiyonu 

4.2.3 Şişme testi 

Mg-Ģelataz enziminin saflaĢtırılması için hazırlanan boya immobilize edilen 

Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolonu ve kontrol grubu için hazırlanan 

Poli(HEMA) kolonundan alınan kesit 1 gece boyunca etüvde kurutulmuĢtur. Kurutma 

iĢleminin ardından alınan kesitin kuru ağırlığı Wk(poli(HEMA)) 24.8 mg olarak ve 

ĢiĢirildikten sonra ki ağırlığı ise Ws(poli(HEMA)) 314.7 mg olarak tartılmıĢtır. ġiĢme 

derecesi denklem 3’e göre % 1.169 olarak hesaplanmıĢtır. Poli(HEMA-ko-sibakron 

mavisi) kolonundan alınan kesitin kuru ağırlığı Wk(poli(HEMA-ko-sibakron mavisi)) 

46.6 mg olarak ve ĢiĢirildikten sonra ki ağırlığı ise Ws(poli(HEMA-ko-sibakron 

mavisi)) 1.079 mg olarak tartılmıĢtır. ġiĢme derecesi denklem 3’e göre % 2.215 olarak 

hesaplanmıĢtır. Yüksek ĢiĢme kapasitesine sahip kriyojeller büyük porlara sahiptir ve 

çapraz bağları daha kuvvetlidirler. 

4.3 Saflaştırma Çalışmaları 

SaflaĢtırılan Mg-Ģelataz’a ait FPLC kromatogramı ġekil 4.11’de gösterilmektedir. 

Mavi bant absorbansı, yeĢil bant ise tuz deriĢimini ifade etmektedir. Ġlk pik kolona 

bağlanmadan çıkan safsızlıkları ve ikinci pik ise saf Mg-Ģelataz enzimini ifade 

etmektedir. Mg-Ģelataz enzimi yeĢil salatalık yapraklarından boya ligand afinite 

kromatografisi ile saflaĢtırılmıĢtır. Tuz deriĢiminin artmasıyla, sibakron mavisi 

immobilize edilmiĢ boya ligand afinite kolonuna bağlanan Mg-Ģelataz enzimi kolondan 

sökülerek fraksiyon toplayıcı ile tüplere 1’er mL olacak Ģekilde toplanmıĢtır. 
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Şekil 4.11.  Mg-şelataz saflaştırılmasına ait FPLC kromatogramı 

4.3.1 Enzim karakterizasyonu 

SaflaĢtırılan enzimin karakterizasyonu için gerçekleĢtirilen miktar tayini, Mg-

Ģelataz aktivite tayini ve saflığı hakkında bilgi sahibi olabilmek için yapılan SDS-PAGE 

jel elektroforezi sonuçları aĢağıdaki bölümlerde verilmiĢtir. 

4.3.1.1 Protein miktar tayini  

EĢitlik 3.1’den yararlanılarak hesaplanan saf Mg-Ģelatazın miktarı 1 ppm 

bulunmuĢtur. Yapılan ölçümler üçlü tekrar yapılmıĢtır. Spesifik aktivite hesaplanırken 

protein miktarının düĢük, aktivitenin ise yüksek olması beklenmektedir. 

4.3.1.2. Mg-şelataz aktivite tayini 

SaflaĢtırılan enzimin aktivite tayini Bölüm 3.3’de anlatıldığı gibi yapılmıĢtır. 

ġekil 4.12 içerisinde enzim olmayan kör numuneye ait floresans spekturumu 

göstermektedir. ġekil. 4.13 ise saflaĢtırılan Mg-Ģelataz enzimine ait floresans 

spekturumuna aittir. Emisyon pikindeki düĢüĢ saflaĢtırılan enzimin aktiviteye sahip 

olduğunu göstermektedir. 
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Şekil 4.12. İçerisinde enzim olmayan kör numuneye ait floresans ölçümü 

 

Şekil 4.13.  Saflaştırılan enzime ait floresans spektrumu 
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4.3.1.3 SDS-PAGE jel elektroforezi 

Salatalık yapraklarından saflaĢtırılan enzime ait jel görüntüsü Görsel 4.1’de 

verilmektedir. Jelde markera ait bantta problem yaĢanmıĢtır. Jel daha hassas bir yöntem 

olan gümüĢ boyama yöntemiyle boyanmıĢtır. GümüĢ, proteindeki sülfidril ve karboksil 

gruplarına bağlanarak boyama yapar. GümüĢ boyama, saptama sınırları protein baĢına 

3-5 ng’a kadar düĢen hassas bir yöntemdir. Her basamaktan alınan örnek bantları ve 

saflaĢtırılan enzimin bantları karĢılaĢtırıldığında, saf Mg-Ģelataz enziminin 2 bant 

verdiği görülmektedir. Kolondan alınan saf numune diğer basamaklarda karĢılaĢılan 

safsızlık bantlarından baĢarılı bir Ģekilde elenmiĢtir. Bu da bize sibakron mavisi boya 

immobilize afinite kolonunun baĢarılı bir Ģekilde çalıĢtığını göstermektedir. Elimizde 

ticari enzim bulunmadığından kolondan alınan numunenin karĢılaĢtırılması 

yapılamamıĢtır fakat kolondan alınan numune Mg-Ģelataza ait aktivite gösterdiğinden 

elde edilen piklerin enzime ait olduğu düĢünülmektedir. 

 

Görsel 4.1. SDS-PAGE jel görüntüsü 

SaflaĢtırılan enzime ait spesifik aktivite, saflaĢtırma katsayısı ve % verim 

hesaplanarak Tablo 4.2’de verilmiĢtir. 
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Tablo 4.1 Mg-şelataz saflaştırma karşılaştırması 

 Toplam 

Hacim 

(mL) 

Aktivite 

(UmL
-1

) 

Miktar 

(mgmL
-1

) 

Toplam 

Aktivite 

(U) 

Spesifik 

Aktivite 

(Umg-1) 

SaflaĢtırma 

Derecesi 

% 

Verim 

9870 x g 

sonrası alınan 

süpernatant 

61 

 

0,016 1,233  0,976 0,0129 1 100 

SaflaĢtırılan 
enzim 

1 
 

0,001 0,001  0,001 1 77,5 6.25 

 

4.4 Poli(HEMA-ko-Mg-Şelataz) Kriyojel Kolon Karakterizasyonu 

Bölüm 3.7’de bahsedildiği gibi hazırlanan Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-ko-Mg-

ġelataz) kriyojel kolonların karakterizasyon sonuçları aĢağıdaki bölümlerde verilmiĢtir. 

4.4.1 SEM ile Yüzey Morfolojisinin İncelenmesi 

Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-ko-Mg-ġelataz) kolonlarına ait SEM görüntüleri 

ġekil 4.14’de gösterilmektedir. ġekillerde de görüldüğü gibi makro gözeneklere sahip 

birbiriyle bağlantılı düzgün bir ağ örgüsü bulunmaktadır. Gözenek boyutu yaklaĢık 

olarak 20-100 µm arasındadır. 

      

Şekil 4.14.  Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-ko-Mg-şelataz) kriyojel kolonların SEM görüntüleri 

4.4.2 FTIR 

AĢağıda verilen FT-IR spekturumları (ġekil.4.15) poli(HEMA) ve poli (HEMA-

ko-Mg-Ģelataz) kriyojel kolonlarına aittir. Spektrumlara bakıldığında karakteristik 

pikler: 3435 cm-
1
’de (-OH gerilme), 2928 cm-

1
’de (CH2 gerilme) 1724 cm

-1
’de (C=O) 

ve 1250-849 cm
-1

 aralığında (C-O ve C-O-C gerilme frekansları) gözlemlenmiĢtir. Bu 
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pik aralıkları poli(HEMA)’ya ait karakteristik piklerdir ve HEMA’nın varlığını 

göstermektedir. 

 

Şekil 4.15.  Poli(HEMA) ve poli(HEMA-ko-Mg-şelataz) kriyojel kolonlarına ait FT-IR spekturumu 

4.4.3 Şişme Testi 

Mg-protoporfirin dönüĢümü için hazırlanan poli(HEMA-ko-Mg-Ģelataz) kriyojel kolonu 

ve kontrol grubu olarak kullanılan poli(HEMA) kolon etüvde 1 gece boyunca 

kurutulmuĢtur. Kurutma iĢleminin ardından ağırlıkları tartılmıĢtır. Wk(poli-HEMA) 

kriyojel kolonun ağırlığı 0,011 gram ve Wk(poli(HEMA-ko-Mg-Ģelataz)) kriyojel 

kolonun ağırlığı ise 0,010 gram bulunmuĢtur. Su ile ĢiĢirilen kolonlar tekrardan 

ölçülmüĢ, WĢ(poli-HEMA) 1.006 g ve WĢ(poli-HEMA-ko-Mg-Ģelataz) ise 1.199 gram 

olarak bulunmuĢtur. 3 no’lu eĢitlik kullanılarak yüzde ĢiĢme kapasiteleri bulunmuĢtur 

Buna göre poli(HEMA) kriyojel kolonun ĢiĢme derecesi %1149, poli(HEMA-ko-Mg-

Ģelataz) kriyojel kolonun ĢiĢme kapasitesi ise %798 olarak hesaplanmıĢtır.  

4.5 Mg-Porotoporfirin Sentezi 

Mg-protoporfirin sentezi için, Mg-Ģelataz enzimi immobilize edilen poli(HEMA-

ko-mg-Ģelataz) kriyojel kolonu ATP, protoporfirin IX ve MgCl2 içeren çözelti içerisinde 

30 ºC’de inkübe edilmiĢtir. Her 15 dakikada örnek alınarak florimetrik olarak ölçüm 

yapılmıĢ (ġekil 4.16) ve elde edilen emisyon pik değerleri zamana karĢı grafiğe 

geçirilmiĢtir (ġekil 4.17). Emisyondaki düĢüĢ, zamanla enzimin, ortamdaki Mg 
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iyonlarını protoporfirin halkasına katarak Mg-protoporfirine dönüĢtüğünü 

göstermektedir.  

 

Şekil 4.16.  Mg-protoporfirin dönüşümüne ait floresans spekturumları 

 

Şekil 4.17. Mg-protoporfirin dönüşüm grafiği 
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5. Tartışma ve Sonuç 

Mg-Ģelataz, klorofil biyosentezinde görev alan bir enzimdir. Mg iyonlarını ATP 

varlığında protoporfirin halkasına bağlayarak Mg-protoporfirine dönüĢtürür. Bu da 

klorofil eldesinin ilk basamağıdır. Mg Ģelataz çalıĢılması zor bir enzim olduğundan 

literatürde çok fazla kaynak bulunmamaktadır. Mg-Ģelataz enzimi genellikle bitki 

kaynaklı elde edilse de bakteri kaynaklı da elde edilebilir (Gorcheın, 1997). Fakat her 

iki yöntemde de parçalama esnasında aktivitelerinin yaklaĢık % 95’ini yitirmektedir 

(Walker & Wıllows, 2015). Yapılan çalıĢmada Mg-Ģelataz saflaĢtırılmasından elde 

edilen verim 6,25 olarak hesaplanmıĢtır. 

Mg-Ģelataz saflaĢtırılması için boya ligand afinite kromatografisi kullanılmıĢtır. 

Literatür araĢtırması yapıldığında çoğunlukla ticari bir madde olan mavi agaroz 

kullanıldığı görülmektedir (Guo, Luo, & Weinstein, 1998), fakat bu çalıĢmada ticari bir 

madde yerine laboratuvar koĢullarında rahatlıkla yapılabilecek ucuz ve kolay bir 

yöntem seçilmiĢtir. Literatürde Mg-Ģelatazın sibakron mavisi immobilize edilmiĢ boya 

ligand afinite kolonu ile saflaĢtırıldığına rastlanmamıĢtır. Bu nedenle saflaĢtırma verimi 

karĢılaĢtırılamamıĢtır. SaflaĢtırma iĢlemi tek basamakta gerçekleĢtirilerek % 6,25 verim 

elde edilmiĢtir. Tek basamakta gerçekleĢtirilmesi enzim için artı bir özelliktir, çünkü 

Mg- Ģelataz enzimi stabil olmayan ve çok çabuk denatüre olan bir enzimdir (Guo et al., 

1998). Hatta bazı kaynaklarda enzim ortamından ayrıldığında çalıĢmadığı gözlenmiĢtir. 

Bu Ģartlar altında saflaĢtırma iĢlemini tek basamakta gerçekleĢtirerek hem zamandan 

tasarruf edilmiĢtir hem de ara basamaklarda oluĢabilecek aktivite kaybı önlenmiĢtir. 

Hazırlanan poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolonun SEM görüntüleri 

incelendiğinde NaOH deriĢiminden kaynaklı bir tahribat gözlenmektedir. Fakat bu 

tahribat kolonun ağ örgüsünü bozmamıĢtır ve bağlanma kapasitesinde bir farklılık 

göstermemiĢtir. 

Hazırlanan kolonun FTIR spekturumlarına bakıldığında 1248.16 cm
-1

'deki pik, 

boya molekülünün sülfonik asit gruplarından kaynaklanmaktadır. Ek olarak, 965.68cm
-1

 

ve 853.48 cm
-1

'deki bantlar, boya moleküllerinin birincil ve ikincil amin gruplarının 

sallama titreĢiminden kaynaklanmaktadır. Literatürdeki FTIR spekturumları (Doğan et 

al., 2012) ile kıyaslandığında boyanın baĢarılı bir Ģekilde poli(HEMA) kolona 

bağlandığı görülmektedir. 



37 

 

Kolon karakterizasyon basamaklarından bir diğeri ise ĢiĢme derecesidir. 

Poli(HEMA) kriyojel kolonlarda ĢiĢme dereceleri oldukça önemlidir; çünkü kolon ne 

kadar su tutar ise o kadar ĢiĢer ve gözenekleri büyür. Bu da çok düĢük basınçlarda 

çalıĢma olanağı sağlar. Poli(HEMA) kolona ait ĢiĢme derecesi % 1079 poli(HEMA-ko-

sibakron mavisi) kriyojel kolona ait ĢiĢme derecesi ise % 2215 olarak hesaplanmıĢtır. 

ġiĢme dereceleri, kolon hazırlama prosedürü referans alınan makale ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır (Doğan et al., 2012). Bu durum ortamda bulunan hidrofilik grup 

sayısındaki artıĢ ile doğru orantılıdır. 

SaflaĢtırılan enzimin saflığı hakkında bilgi sahibi olmak için SDS-PAGE jel 

elekroforezi ile numuneler yürütülmüĢtür. Jel hassas bir yöntem olan gümüĢ boyama ile 

boyanmıĢtır. (Chevallet, Luche, & Rabilloud, 2006) Ticari bir marker olmamasından 

kaynaklı kıyaslama yapılamasa da saflaĢtırılan enzim Mg-Ģelataza ait spesifik aktivite 

göstermektedir. Bu neden elde edilen bantların enzime ait olduğu düĢünülmektedir 

Mg-protoporfirin klorofil sentezinin ilk basamağı olduğundan büyük önem 

taĢımaktadır. Laboratuvar koĢullarında Mg-protoporfirinin sentezini gerçekleĢtirmek 

yapay klorofil sentezi çalıĢmaları için öncü bir çalıĢmadır. Mg-protoporfirin dönüĢümü 

için saflaĢtırılan Mg-Ģelataz enzimi ANADOLUCA metodu ile kriyojel kolon üzerine 

immobilize edilmiĢtir. Daha sonra kolon ATP ve Mg iyonları varlığında 30 ºC’de 

inkübe edilerek enzimin katalizliğinde Mg-protoporfirin sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Literatürde poli(HEMA-ko-mg-Ģelataz) kriyojel kolonuna ve Mg-protoporfirin 

sentezine ait bilgiye rastlanmadığı için Mg-protoporfirin için bir kıyaslama 

yapılamamıĢtır.  

Mg-protoporfirin sentezi için hazırlanan mg-Ģelataz immobilize poli(HEMA-ko-

Mg-Ģelataz) kriyojel kolonlarının karakterizasyonu için SEM-FTIR ve ĢiĢme derecesi 

hesaplanmıĢtır. SEM görüntülerine bakıldığında düzgün bir ağ örgüsüne sahip olduğu 

görülmektedir. 100 µm’ye kadar birbiriyle düzgün bir ağ örgüsüne sahip makro 

gözenekli yapılar, farklı boyutlardaki maddelerin matriksin tıkanma riski olmadan 

saflaĢtırılmasını sağlar.  

Hazırlanan poli(HEMA-ko-mg-Ģelataz) kriyojel kolonların FTIR spektrumlarına 

bakıldığında 3435 cm-
1
’de (-OH gerilme), 2928 cm-

1
’de (CH2 gerilme) 1724 cm

-1
’de 

(C=O) ve 1250-849 cm
-1

 aralığında (C-O ve C-O-C gerilme frekansları) 
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gözlemlenmiĢtir. Bu pik aralıkları poli(HEMA)’ya ait karakteristik piklerdir ve 

HEMA’nın varlığını göstermektedir.  

Hazırlanan enzim immobilize poli(HEMA-ko-mg-Ģelataz) kriyojel kolonun ĢiĢme 

derecesi % 798 olarak bulunmuĢtur. Hazırlanan kolon literatürde yeni bir kolon 

olduğundan ĢiĢme derecesini kıyaslayacak bir yayın bulunmamaktadır. Fakat bulunan 

değer litaratürdeki farklı kriyojel kolonların ĢiĢme dereceleri ile karĢılaĢtırıldığında iyi 

bir değerdir (Veríssimo et al., 2017). 

Sonuç olarak yapılan çalıĢmada; ilk olarak, Mg-Ģelataz enzimi saflaĢtırılması için 

ilk defa poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kolon kullanılmıĢ olup tek basamakta 

saflaĢtırma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Jel görüntülerine bakıldığında tek basamakta 

birçok safsızlığın elendiği açıkça gözlenmektedir. Mg-Ģelataz saflaĢtırılması için kolay 

ve ucuz olan bu yöntem literatüre kazandırılmıĢtır. Ġkinci olarak ise elde edilen saf 

numune kriyojel kolona immobilize edilerek klorofil sentezinin ilk basamağı olan Mg-

protoporfirin sentezi için kullanılmıĢtır. Mg-protoporfirin sentezi yapay klorofil 

sentezinden yapay oksijen üretici sistemlere kadar birçok alanda kullanılabilir. Bu 

çalıĢma ile ilerideki birçok çalıĢmanın temelinin atılması hedeflenmektedir. Ayrıca 

literatüre yeni bir metod olarak Mg-protoporfirinin sentezi kazandırılmıĢtır. 
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