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OZET

Selataz Saflastiriimasi ve Uygulamalari
Meltem OKTA
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Agustos, 2019

Danisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Yapilan bu ¢alismanin amaci, klorofil sentezinin ilk basamagi olan Magnezyum
protoporfirini, protoporfirin IX ve Mg varliginda ve magnezyum selataz enzimi
katalizliginde laboratuvar kosullar1 c¢er¢evesinde sentezlemektir. Bu dogrultuda yesil
bitki yapraklarindan magnezyum selataz enzimi izole edilerek saflastirilmstir.
Magzeyum selataz enzimini saflastirmak i¢in boya afinite kromatografi teknigi ve
sibakron mavisi boya olarak kullanistir. Sentezlenen boya afinite kolonunun
karakterizasyonu, kizilotesi spektroskopi (IR), sisme testi ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiisii gibi parametreler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Saflagtirilan magnezyum selataz enzimi ve magnezyum igeren protein karisimi,
Magnezyum protoporfirin sentezi i¢in destek materyal olarak, ANADOLUCA metodu
ile Poli (HEMA-ko-Magzenyum-selataz) kolonuna immobilize edilmistir. Sentezlenen
kriyojel kolonlarin karakterizasyonu igin sigme testleri yapilmis ve IR ve SEM
goriintiileri almmustir. Protoporfirin IX ve Mg*? iyonunu igeren ¢ozeltisinin kolondan
gecirilmesiyle  sentezlenen Magnezyum  protoporfirin  fluorimetrik ~ yontemle

belirlenmistir.

Anahtar Kelime: Selataz, Saflastirma, ANADOLUCA, Mg-Protoporfirin



ABSTRACT

Purification of Chelatase and Applications
Meltem OKTA
Department of Chemistry
Programme in Biochemistry
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, August, 2019
Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

The purpose of this study is to synthesize Protoporphyrin IX, Mg?* 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?* solution through the

column has been determined by the fluorimetric method.

Keywords: Chelatase, Purification, ANADOLUCA, Mg-Protoporphyrin
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SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Insanlar, enzimlerin kesfedilip ortaya konmasindan cok Oncesine dayanan
zamanlarda enzimleri g¢esitli alanlarda kullanmiglardir. Basta canliligin devam etmesi
icin en elzem ihtiyaglarin basinda enzimler gelirken diger yandan da yogurt ve peynir
yapimi, sarap ve bira iiretimi, etlerin yumusatilmasi ve ekmek yapimi gibi bir¢ok olayda
enzimler gorev almaktadir. Enzimlerin incelenmesi 6zel bir ilgi alanina girer, ¢iinkii
sadece biyolojik ve fiziksel bilimlerin bulustugu yerde yer almaktadir. Biyolojide
enzimler ¢ok oOnemlidir ve spesifik enzimlerin yol actigi karmasik bir kimyasal
reaksiyon agma ya da enzim modelinin herhangi bir modifikasyonuna yasam
bagimlilig1 canli organizma i¢in genis kapsamli sonuglar dogurabilir. Diger yandan

katalizor olarak enzimler kimyagerlerden artan bir ilgi gormektedir (Edwin Webb,
1979).

Enzimlerin etki mekanizmasi, giiniimiizde takip edilen en derin bilimsel arastirma
alanlarindan biri olmakla beraber halen c¢6zilememis etki mekanizmalar:
bulunmaktadir. Bu nedenle arastirmacilar i¢in her gecen giin etki mekanizmalarini
¢ozmek icin artan bir ¢calisma alan1 sunmaktadir. Aslinda, enzimlerin bilinen en eski
referanslar1 peynirlerin, ekmeklerin ve alkollii igeceklerin imalati1 ve etlerin
yumusatilmasiyla ilgili eski metinlerdir. Giiniimiizde de enzimler birgok yiyecek ve
icecek iiretiminde kilit rolii oynamaya devam etmekle beraber ¢camasir deterjani gibi
bir¢ok sayida kimyasal iirliniin bas bilesenlerindendir. Enzimler sadece gida ve temizlik
sanayide rol oynamaz. Saglik biliminde de temel bir 6neme sahiptir. Ciinkii bir¢ok
hastalik siireci enzimlerin diizensiz ¢aligmasi ya da eksikliginden kaynaklanmaktadir.
Bu nedenle; modern farmasotik arastirmalarin ¢ogu, bu enzimlerin giiglii ve spesifik
inhibitorlerini aramaya dayanmaktadir. Enzimoloji, bircok bilim dali ile 6zellikle
biyokimya, molekiiler biyoloji, kimya, bakteriloji, mikrobiyoloji, genetik, botanik,
tarim, farmakoloji, toksikoloji, fizyoloji ve tip ile yakin baglar1 olan genis ve hizli
gelisen bir konu haline gelmistir. Ayrica 6nemli pratik uygulamalara sahiptir. Diinyanin
cesitli bolgelerinde pek cok arastrmaci enzimlerin neden oldugu sorunlara cevap
aramak icin ¢alismaktadir. Hatta 6zel olarak enzim g¢alismalar1 i¢in enstitiiler kurulmus

ve gittikce artan sayida dergi, konularinin biiyiik bir kismmi enzimoloji alanlarma

ayirmaktadir (Bennett, T. P. and Frieden, 1969; Robert A. Copeland, 2000).



Bu calismadaki amag, biyosentetik yolaklarin dallanma noktasinda olan
magnezyum selataz enziminin saflastirilip adenozin 3'-trifosfat (ATP) ve protoporfirin
IX varliginda klorofil (Chl) sentezinin ilk basamagi olan magnezyum-protoporfirin

(Mg-protporfirin) yapisini sentetik olarak elde etmektir.

1.1 Enzimler ve Yasam Siirecleri

Canli hiicre, metabolizma adi verilen muazzam biyokimyasal aktivitenin
bolgesidir. Bu canli organizmada siirekli devam eden kimyasal ve fiziksel degisimler-
yeni dokularin olusmasi, eski dokularin degistirilmesi, viicuda alinan gidanin enerjiye
dontistiiriilmesi, atik maddelerin viicuttan atimasi ve lireme kisacasi yasam olarak
nitelendirilen tiim faaliyetler- yer almaktadwr. Bu biyokimyasal reaksiyonlarin
cogunlugu kendiliginden gergeklesmez. Kataliz olgusu, tiim yasam siiregleri i¢in gerekli
olan biyokimyasal reaksiyonlarin timiinii miimkiin kilar. Kataliz, kimyasal bir
tepkimenin kalici bir kimyasal degisim gostermeyen bir madde tarafindan
hizlandirilmasi olarak tanimlanir (Bennett, T. P. and Frieden, 1969; Edwin Webb, 1979;

Herbert C. Friedmann).

Biyokimyasal reaksiyonlarm katalizorleri enzimlerdir ve canli organizmada
hemen hemen tiim kimyasal reaksiyonlarin ger¢eklesmesinden sorumludur. Enzimler
olmadan bu reaksiyonlar metabolizma i¢in ¢ok yavas bir hizda gerceklesir. Ornek
vermek gerekirse bir yag asidinin bir deney tiipli igerisinde karbondioksit ve suya
parcalanmasi kolay bir islem degildir. Cok giiclii asidik maddeler, yiiksek sicakliklar ve
giiclii asindirict maddeler gerektirir. Bu olay viicut igerisinde gergeklestiginde ise dar

bir pH ve sicaklik araliginda hizli bir sekilde gergeklesir.

1.2 Antik Donemdeki Enzimler

Eski donemlerde enzimlerin kullanimina bilinen en eski referans Hammurabi
kodeksindeki (Milattan once 18. Yiizyilda yasamis olan eski Babil Kiral
Hammurabi'nin kanunnamesi) sarap yapiminin tanimimdan gelir. Mikroorganizmalarin
fermantasyon igin kullanilmasi eski insanlar arasinda yaygm bir durumdur. Referans
olarak Yunanistan, Roma, Cin, Misir ve Hindistandaki eski uygarliklarin yazitlarindan
da yararlanilmaktadir. Ayrica; sirke {retimindeki alkoliin asetik aside enzimatik
reasksiyonu da eski metinlerde bulunmaktadir. Sirkenin birgok uygarlik igin ortak bir

yasam kaynag1 oldugu vurgulanmaktadir. Yiyecek i¢in depolama ve hazirlama amagh



olmakla beraber sirke, tibb1 ihtiyaglar i¢in de kullaniliyordu (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology., 1992; Kornberg, 1989).

Eti yumusatmak i¢in de antik caglardan beri kullanilan birgok enzim bazl
islemler bulunmaktadir. Tropik bolgelerdeki halk papaya ve ananas meyvelerinin
suyunu etleri yumusatmak i¢in ¢ok eski donemlerden beri kullanmaktadir. Bu
meyvelerin i¢cinde bulunan enzim bugiin bile ticari olarak kullanilan ¢ok dnemli bir

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

1.3 Enzimlerim Kimyasal Yapisi

Enzimler protein yapili bilesiklerdir. Sayisiz amino asidin birbirlerine peptit

baglariyla (Sekil 1.1) baglanarak olusturduklar: yiiksek molekiil agirhikli yapilardir.

H 0
SR
R—C—-C N—FC—R

I*‘JH COOH

= Peptit Bag
Sekil 1.1. Peptit bag yapisi

Enzimler ¢esitli cevre kosullarindan etkilenebilir ve bu ¢evre kosullarindan dolay1
denatiire olabilirler. 10.000 gramdan baslayip 2.000.000 ¢ikabilen degisik molekiil
agrrliklarina sahiptirler. Enzimlerde aktif bolge denilen bir bolge vardir ve ezimler bu
bolgede aktivitelerini gerceklestirirler. Bu nedenle; ii¢ boyutlu yapilarmm korunmasi
onemlidir. Pek ¢ok enzimin aktivitesi i¢cin baska bilesiklerin varlig1 gerekmektedir.
Aktivite gosterebilmek i¢in gereksinim duyduklar1 gruplara “kofaktdér” adi verilir.
Kofaktorler metal iyonu ya da kompleks organik bir bilesik olabilir. Eger kompleks bir
organik bilesik ise “koenzim” adinmi alir. Baz1 durumlarda aktivite gostermek igin iki
gruba da ihtiya¢ duyulabilir. Olusan aktif kompleks “haloenzim” olarak adlandirilir.

Protein kismina ise “apoenzim” denir.
Marek'e gore (Marek, 1983) kofaktor sunlar olabilir:

1. Bir koenzim - diyaliz edilebilen, 1s1l yapilabilen ve protein kismima gevsek

bi¢cimde baglanmis protein olmayan organik bir madde.



2. Bir proteaz grubu - protein veya apoenzim kismina sikica baglanmis, diyaliz

edilebilen ve 1s1l yapilabilen organik bir madde.

3. Bir metal-iyon aktivatérii - bunlar K *, Fe ™, Fe ™", Cu ™", Co ™", Zn ™", Mn ™",

Mg ¥, Ca™" ve Mo " iceren yapilar.

14 Enzimlerin Siniflandirilmasi
1.4.1 Oksidorediiktazlar

Oksidorediiksiyon reaksiyonlarin1 katalizleyen tiim enzimler bu smifa
girmektedir. Hidrojen -donor olarak oksitlenmis- substrat kabul edilir. Sistematik ismi
donore dayanmaktadir. Alici ise oksidorediiktazdir. Alternatif isim olarak rediiktaz ve
0O, molekiiliiniin elektron alic1 oldugu durumlar igin ise oksidaz ismi kullanilir (Harrow,

B., and Mazur, 1962; Schuster).

1.4.2 Transferazlar

Bir grubu transfer eden enzimler transferaz kismma girer. Bir bilesikten baska bir
bilesige bir metil grubunun transfer edilmesini saglayan enzimler bu gruba 6rnek olarak

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

1.4.3 Hidrolazlar

Hidrolaz grubundaki enzim tiirleri C-O, C-C, C-N ve fosforik anhidrit baglar1 ile
bazi diger baglarm hidrolitik boliinmesini katalizler. Genel olarak tiim hidrolitik

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

1.4.4 Liyazlar

Liyaz grubuna giren enzimler ise C-C, C-O, C-N gibi bir¢ok bagi elimine ederek
parcalar ve substratlardan uzaklastirir. Parcalama sonucunda hidrolizden farkli bir

mekanizma kullanarak gruplara c¢ift bag veya halka gruplar1 ekleyen enzim tiirleridir
(Harrow, B., and Mazur, 1962; Schuster.).

1.4.5 izomerazlar

Bu gruptaki enzimler ise bir molekiiliin, molekiil i¢cindeki geometrik, optik ve
yapisal izmorlerin birbirlerine déniisiimiinii katalize eder. Izomerizm tipine gore,
rasemeraz, epimeraz, cis-trans izomeraz, tautomeraz, mutaz veya sikloizomeraz olarak
adlandirilabilir (Harrow, B., and Mazur, 1962; Schuster.).



1.4.6 Ligazlar

Ligazlar, C ile C, O, S, N arasinda bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir.
Buradaki kimyasal reaksiyonda kullanilan enerji, ATP veya guanozin-5'-trifosfat (GTP)
gibi molekiillerin ytiksek enerjili fosfat gruplarmin hidrolizinden aciga ¢ikan enerjidir

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

1.5 Mg-Setalaz

Biyosentetik  yolaklarmn dallanma noktalarindaki enzimler her zaman
biyokimyacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Fotosentetik organizmalarda, biyosentetik
cabalarin biiyik bir kismi1 Chl veya bakteriyokloril (Bchl) sentezindedir. Demir (1)
bagli protoporfirin yapisi HEME ve Chl sentezinin dallanma noktasi, metal-iyon
selatasyonu ve protoporifirin IX kullanim diizeyi ile birbirinden ayrilir. HEME
sentezinde, ferroselataz enzimi tarafindan tetrapirol halkasina bir ferréz iyonu katilir.
Chl sentezinde ise tetrapirol halkasma Mg-selataz enzimi varhiginda Mg*? iyonu katilir
(Sekil 1.2.). Bu dallanma noktasindaki farkliik HEME ve Chl/Bchl’in ozellikleri ve
karakterizasyonu i¢in 151k tutmaktadir (Walker & Willows, 2015).

= | el |
| | |'|' | | |'|'
i H?—’“w‘ %F-f'f '\(jf’l\‘ Sl
=N N={ / —N_ N=
v N 2 JROP+P_ N N\ .
N H 4 + Mg - M g _:;} + 2H
III-,:N |I|~-.‘|_‘.i ATP +H ED “,= M ..N_l?
| / b L ! J \
.-"ﬂh_f_/"—ﬂ:‘-_,-"‘k\\_:’f -, _-'"‘x"‘*__xcr___,-" = e N
| I | [
- . J M
(] A“HQ.D o~ 0 O AKE‘D Dﬁhﬂ
ProtoP IX Mg-ProtoP X

Sekil 1.2. Mg-Protoporfirin sentezi (Walker & Willows, 2015)

Ferroselataz ~ enzimi, hem fotosentetik hemde fotosentetik olmayan
organizmalarda tanimlanmistir. Yaklasik olarak 50 kDa agwligindadir. Bu enzimin
katalizlenmesi i¢in substrat olarak protoporfirin IX ve Fe*? iyonu gerekmektedir (Dailey
& Gerdes, 2015; Walker & Willows, 2015). Mg-selataz enzimi ise yillarca
karakterizasyon girisimlerine direnmis bir enzim olup analizi ¢ok zordur. Aktivite
kloroplastlarda fazlaca bulunur. Fakat enzimin elde edilis asamalarmda enzimi elde

edebilmek i¢in eger bitkiden elde ediliyorsa kloroplastlarin pargalanmasi, eger
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bakteriden elde edilecek ise hiicrelerin par¢alanmasi gerekmektedir. Kloroplastlarin ve
hiicrelerin par¢alanmasi esnasinda bir aktivite kaybi yasanmaktadir ve bu kayip yaklasil
olarak % 98’leri bulmaktadir. Her iki islem basamaginda ise aktivite yalnizca ATP
varliginda gézlenmektedir (Gorchein, 1973; Pardo, Chereskin, Castelfranco, Franceschi,
& Wezelman, 1980). Yapilan ¢aligmalarin artmasi ile aktivite kaybindaki nedenler
belirgin hale gelmektedir. Aktiviteyi korumanin anahtari, kloroplast igerigini

seyreltmemek i¢in yiiksek protein derisimlerinde kloroplastlarin pargalanmasidir.

Pargalanan homojenat eger fraksiyonlanirsa aktivite kaybolur fakat bu iki
fraksiyon tekrar bir araya getirilerek rekombinasyonu saglanirsa aktivite tekrar
gozlenmeye baslar. Yapilan caligmalarla birlikte arastrmacilar Mg-selatazin ¢ok
bilesenli bir enzim olduguna kanaat getirmislerdir (Gibson, Jensen, & Hunter, 2015;
Hansson, Gough, Kannangara, & Wettstein, 1997; Willows, Hansson, Beale, Laurberg,
& Al-Karadaghi, 1999).

1.6 Enzim Saflastirilmasinda Kullamilan Yontemler

Enzimler protein yapili bilesikler oldugundan aslinda protein saflastirilmasindaki
dikkat edilecek hususlar burada da gegerlidir. Saflastirma prosesleri her enzime ve
proteine gore degisir. ilk olarak istenilen enzim ya da protein hangi kaynaktan elde
edilecekse buna uygun bir saflastirma prosediirii se¢ilir. Bu siire¢, sonunda elde edilecek

verimi dogrudan etkiler.

Fakat; istenilen enzim belirlenen kaynaklarda genellikle seyreltik olarak
bulunduklarindan ilk basamak ekstraksiyon isleminden sonra deristirme islemidir.
Homojenatlar1 deristirmek i¢in pek cok yontem bulunmaktadir. Bunlar asagidaki gibi

smiflandirilabilir.

e (Coktiirme

e Ultrafiltrasyon

e Iyon degisim kromatografisi
e Diafiltrasyon

e Liyofilizasyon

e Kuru formdaki sephadex G-25 ilavesi



1.6.1 Ekstraksiyon

Saflagtirma prosediirii ne olursa olsun ilk basamak her zaman ekstraksiyon
basamagidir. Burada istenilen enzim ya da proteinin kaynaktan alinmasi hedeflenir.
Tabi bu basamak i¢inde farkli yontemler bulunmaktadir. Enzimin ya da proteinin
lokalizasyonundan dolay1 (ekstraseliiler ya da intraseliiler) farkli parcalama yontemleri
kullanilir. Bu pargalama yontemleri ig¢in bigakla ya da el ile homojenizasyon,
sonikasyon, deterjan ya da organik ¢oziicii ile liziz, ozmotik sok, dondurup-¢c6zme ve
cam kiire ile vorteksleme gibi bircok yontem siralanabilir. Buradaki amag istenilen
enzimin alinarak diger hiicre ya da bitki kalintilarindan ve Kirlilikten kurtulmaktir.
Boylelikle nispeten daha az bir matriks ortaminda olan hedef enzim i¢in bir sonraki

basamaklara gegilebilir (Tuncer, 2008).

1.6.2 Coktiirme

Ekstraksiyon igleminden sonra elde edilen homojenat hacimce fazla olacagindan
icerisindeki hedef enzimin deristirilmesi gerekir. Coktiirme islemi bunlardan biridir ve
homojenatin i¢erisinden enzim ya da proteini ¢oktiirerek daha derisik bir numune elde
etmeyi hedefler. Coktliirme islemi tuz, organik coziicii ve yiiksek molekiiler kiitleli

polimerin ilavesi ile yapilabilir.

Genellikle protein ¢ozeltilere az miktarlarda tuz ilavesi ¢oziiniirliigii arttirr buna
“salting-in” denir fakat tuz ilavesinin optimum seviyeyi asmasi ise tam tersi bir etki
yaparak proteinlerin ¢okmesine neden olmaktadir (salting-out). Laboratuvar ortaminda
genellikle amonyum siilfat tuzu en ¢ok kullanilan tuzdur. Proteinlerin tizerinde denatiire
edici bir etki yaratmamasi, ucuz ve bol bulunabilir olmast bu ndtral tuzlarin
kullaniminin tercih edilmesine sebep olmustur. Ucuz ve yiiksek saflikta bol bulunabilir
olmasindan dolay1 bu yontem endiistriyel alanda da olduk¢a kullanish bir yontemdir.

Coktiirme isleminden sonra proteinler santrifiij islemi ile toplanir (Tuncer, 2008).

1.6.3 Ultrafiltrasyon

Laboratuvar ve endiistri alaninda siklikla kullanilan bir diger yontem ise
ultrafiltrasyon yontemidir. Ultrafiltrasyon yonteminde, ¢esitli gozenek boyutuna sahip
filtreler kullanilir. Kirleticiler ve safsizlik olarak nitelendirdigimiz istenilen enzimin

molekiil boyutuna gore daha kiiciik molekiil agirlikli proteinler filtreden geger ve



numunemizi daha derigik elde etme imkani sunar. Kullanilan filtrelerin (Sekil 1.3.)

molekiil biiyiikliikleri ise 3, 10, 30, 50, 100 kDa’dir (Tuncer, 2008).
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Sekil 1.3. Cesitli molekiil biiyiikliiklerine sahip ultrafiltrasyon tiipleri
1.6.4 TIyon Degisim Kromatografisi

[Ik olarak 1960 yillarmnda ortaya atilan bu teknik ile biyomolekiillerin yiizey
yiiklerine goére ayrilip saflastirilmasma olanak saglandi. Ilk giinden bugiine hala
kullanilan bu yontem ayni zamanda saflastirma basamaginda énemli rol oynamaktadir.
One siiriilen bu teknik, mikro dlgekli laboratuvar ortamindan kilogram lgekli endiistri
sartlarma kadar tiim alanlarda kullanilir. Saflagtirmanin yami sira homojenatlarin
deristirilmesinde de kullanilan bir yontem oldugundan bu baslik altinda ele alinabilir.
Amino asitler, peptitler, niikleotitler gibi biyolojik materyallerin farkli pH’lardaki net
yiizey yiikleri negatif, pozitif ya da sifir olabilir. Bu yontem ile belirli bir pH’da net
elektriksel ylike bagl olarak uygun bir sabit faz (iyon-degistirici matriks) se¢ilir (Sekil
1.4). Bu yontem ile homojenatlar iyon degistirici matrikse baglanmayan birgok
safsizliktan ve kirleticiden uzaklagtirilmis olur. Daha sonra uygun bir eliient yardimiyla

baglanan hedef materyaller toplanabilir(GE Healthcare; Tuncer, 2008).



Sekil 1.4. Iyon degisim kromatografisi (GE Healthcare.)
1.6.5 Liyofilizasyon ve Diyaliz

Liyofilizasyon yontemi, 6rnek igerisindeki suyun kati formdan gaz formuna
gecirerek uzaklastirilmasini saglar. Bu yontem ile biiylik hacimli 6rnekler icerisindeki

su uzaklastirilir ve daha yogun protein miktarina sahip oérnekler elde edilir.

Diyaliz ise genellikle tampon degistirilmesi ortamdaki tuzun uzaklastirilmasi gibi
yontemlerin yani sira deristirme basamagi olarak da kullanilir. Fakat bu basamak yerine
ultrafiltrasyon yontemi tercih edilir. Diyaliz basamagi hem c¢ok uzun siirdiigiinden

zaman kaybma yol acar hem de denatiirasyon orani diger yontemlere gore fazladir

(Tuncer, 2008).

1.6.6 Kuru Formdaki Sephadex G-25 ilavesi

Kuru formdaki sephadex G-25 ilavesi ile 6rneklerin fazla suyu gel gézeneklerine
dolar fakat protein yapili biyomolekiiller fazla biiyiik oldugundan onlar bu
gozeneklerden giremez. Boylelikle ortamdaki fazla su uzaklastirilarak Ornegin
yogunlastirilmas1 hedeflenmektedir. Bu yontemde kullanilan sephadex pahali bir

materyal oldugundan kii¢iik 6l¢ekli ¢aligmalar i¢in uygundur (Tuncer, 2008).



1.7  Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, kromatografik yontemler arasindaki en segici olan
yontemdir. Bu yontemin temeli, hedef molekiiliin kromatografik matrikse baglanmis bir
ligand ile arasindaki geri doniisiimlii etkilesimine dayanir. Buradaki geri doniistimlii
etkilesimler, zayif molekiiler arasi etkilesimler, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim ya
da biyolojik etkilesim tiiri olabilir. Hedef molekiil kat1 matriks ile etkileseceginden
etkilesmeden ¢ikan kirlilik ve safsizliktan arindirilmis olur. Hedef molekiiliin ayrilmasi
ise ortamim pH’mni, iyonik kuvvetini ya da polaritesini degistirmek gerekir. Afinite
yontemi, ¢oklu matriks ortamindan hedef molekiiliin tek bir adimda saflastirilmasini
hedeflemektedir. Boylece afinite kromatografisi yiiksek segiciliginden dolay1 ard arda
bircok kromatografik yontem kullanilarak yapilacak saflastirma yOontemini tek
basamakta gergeklestirerek zamandan tasarruf saglar (Celikoglu, 2015; Ge Healthcare,
2007; Narayanan & Crane, 1990).

1.7.1 Boya-Ligand Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisinde oldukca spesifik ligandlar kullanilmasina ragmen
yiiksek maliyetli olduklar1 i¢in kapsamli ¢aligmalar i¢in fazla tercih edilmemektedir.
Ayrica; kullanilan materyallerin destek matrisi i¢indeki aktivitesini korumak zordur. Bu
dezavantajlar nedeniyle boya ligantlarin kullanim alanlar1 artmustir. Boya ligantlarinin
Ozellikle enzimleri baglama kapasiteleri yiiksektir. Ticari olarak kolay temin
edilebildikleri gibi ucuzdur ve hidroksil gruplar1 tasiyan matrislerle kolayca hareketsiz
hale getirilebilir. Boyalar dogada sentetik olarak bulunur ve baglayici ajanlarin yapisini
taklit ederek bir¢ok proteinin aktif bolgeleriyle etkilesime girerler. Denizli ve ark.’nin
yapmis oldugu ¢aligmada sibakron mavisi kullanilmistir. Kriyojel kolonlara immobilize

edilen boya ile Mg-selataz enziminin saflastirilmasi amag¢lanmistir (Denizli & Piskin,
2001; Kaya, 2012).

1.8  ANADOLUCA metodu

Anadoluca metodu “Aminoasit Dekore Edilmis Isik Destekli Konjugasyon
Yaklasimi (AmiNoAcid Decorated and Light Underpinning Conjugation Approach)'nin
kisaltmasidir. R. Say ve arkadaslar1 (Say et al., 2011) tarafindan gelistirilen bu metod ile
nano-enzim ve nano-protein gibi tekrar kullanilabilen, tampon ve sulu fazda
coziinmeyen ve kararli polimerler sentezlenmektedir. Sentezlenen maddelerin ¢ok

islevli, biyouyumlu ve stabil olmas1 yontemin avantajlarindan birkagidir.
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Bu c¢alismada; ANADOLUCA metodu kullanilarak poli(HEMA-ko-Mg-selataz)
polimerik malzemesi gelistirilmesi hedeflenmektedir. Bu polimerik malzeme
gelistirilirken Mg-selataz enzimi ek bir basamaga ihtiya¢ duyulmadan fotosensitif ve
kovalent olarak kolona baglanmistir. Baglanma sirasinda Mg-selataz enzimi herhangi

bir konformasyon ve aktivite kaybina ugramamastir.

1.9  Kiriyojeller

Kriyojeller, Yunancadaki don ve buz anlamma gelen krios (kryos) kelimesinden
gelmektedir. Kriyojeller, cesitli arastirma alanlarindan uygulamalara sahip, sifir
derecenin altindaki sicakliklarda hazirlanan birbirine baghh gozenekli jellerdir.
Kriyojellesme islemi, buz kristali olusumu, capraz baglama ve polimerizasyon
basamaklarindan olusur. Benzer bir yaklasimla kriyojeller, sulu bir ¢6zelti i¢inde
¢Oziinen bir maddenin Oncli ¢Ozeltisinin sifirin altindaki sicakliklarda dondurularak
sentezlenir. Zamanla ¢oziicii donmaya bagslar ve donmus faz ve donamamis faz olmak
iizere iki faz olusur. Coziinen pargaciklar, donmamis sivi faz ile sinirhi kalir ve
etkileserek polimerlesir. Daha sonra buz kristallerinin ¢6ziinmesinin ardindan birbirine
bagli makro gozenekli yapilar meydana gelir (Sekil 1.5). Kriyojel kolonlar mekanik,
kimyasal ve ozmotik zorluklara uyum sagladigindan tercih edilmektedir. Bu nedenle
biyoteknolojik alanlarda ozelliklerinden dolay1r diger jel tiirlerinden daha fazla

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

donmami ; 2
monomer  solvent SIvi ?  buz kristali gozenekler Kriyojel duvar

"\ S 4 poc

S < l.;b :
:’)\:1’: donma i‘/‘“
i < ==

— =

cozulme

=
B

monomer/baslatici
cozelti

aralarinda baglantil makrogozenekli

kriyojellesme Kriyojel

Sekil 1.5. Kriyojel olusumu asamalar: (http://bilsenbesergil .blogspot.com/p/kriyojel-cryogel.html)

Kriyojellerin karakterizasyon islemleri i¢in Taramali elektron mikroskobu
(SEM) Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FITR) ve sisme testi gibi islemler
uygulanmaktadir. SEM goriintiileri alinan kriyollerdeki por gdzeneklerinin ¢api, por
gozeneklerinin dagilimi ve yapiyr meydana getiren gozeneklerin Orgiisii belirlenir.
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Bunlar akigin olusmasi i¢in 6nemli parametreler arasindadir. FITR cihazi ile analizlerde
kriyojellerin fonksiyonel gruplari1 belirlenir. Boylelikle immobilize edilmek istenilen
biyomolekiiliin immobilize edilip edilmedigine bakilir. Kriyojel kolonlarin sigme testi
ise siingerimsi yapiya sahip olup olmadiginin kanitidir. Kriyojel kolonlarda su tutma
kapasitesi Onemli bir kriterdir ¢linkii su tutarak hacimce biiyiiyen kolonlar
biyomolekiillerin rahat¢ca gececegi gozenekleri olusturur. Boylelikle gozeneklere zarar

gormez ve tekrar kullanilabilirler.

1.10 Amacg

Bitkilerde, Mg™™ iyonu, bitkinin canliligin1 saglamas1 agisindan ¢ok dnemlidir ve
proteinlerin cogu yaprak hiicrelerinde bulunmaktadir. Bu nedenle; Mg™ iyonu
yoklugunda kloroplastlarm yapisi, fonksiyonu ve miktar1 dnemli oranda etkilenir. Mg™”
iyonu, Mg-selataz enzimi katalizliginde Chl yapisma katildigindan bitkilerin yesil ve
canli olmasi i¢in 6nemli bir iyondur. Bitkiler yaslandikg¢a proteinler parcalanilarak daha

geng olan yapraklara taginir.

Chl biyosentezinde ki ilk asama; Mg-selataz enzimi katalizorliigiinde Mg™*
iyonunun porfirin yapisina katilmasidir Ticari 6nemine bakildiginda ise; laboratuvar
ortaminda bitki hiicrelerinden saflastirilan Mg-selataz enzimi protoporfirin-IX yapisina
ATP varliginda Mg*™* iyonu baglanmasmi katalizleyerek klorofil biyosentezindeki ilk

basamagin olusumunu bu da yapay bir Chl yapisinin olugsmasini gergeklestirir.

Bu dogrultuda, tez ¢alismamda yesil bitki yapraklarindan Mg-selataz enziminin
saflastirilmast amacglanmistir. Saflastirma igin bir¢ok enzim ve protein saflagtiriimasi
icin kolaylikla kullanilan boya ligand afinite kromatografisi kullanilmistir.
Saflastirilmak istenilen Mg-selataz enzimine afinitesi olan sibakron mavisi boya olarak
kullanilmistir. Saflastirilan enzim ANADOLUCA metoduna goére kriyojel kolona
immobilize edilecek ve Mg-protoporfirin doniisimiinii gergeklestirerek yapay bir
klorofil olusturmak icin ilk basamak gerceklesmis olacaktir. Laboratuvar kosullarinda
yapay bir klorofil elde ederek yapay oksijen firetici sistemler {iretilmesi
hedeflenmektedir. Yapay oksijen firetici bir sistemin, Diinya’nin en biiyiik
sorunlarindan biri olan sera gazlarmnn artmasi sonucu olan kiiresel 1sinma problemine

kars1 yapilacak ¢alismalar i¢in bir basamak oldugu diisiiniilmektedir.
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2. MATERYAL

2.1 Kimyasallar

Calisma boyunca kullanilan kimyasallar Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan kimyasal malzeme listesi

Kimyasalin Adi

Firma, Ulke

Adenozin 5'-trifosfat disodyum tuzu hidrat

Sigma Aldrich, Amerika

Amonyum peroksidisiilfat (APS)

Alfa Aesar, Amerika

Aseton

Arikim Lab, Tiirkiye

Etilendiamintetra asetik asit disodyum 2 H,O (EDTA)

Panreac, Almanya

4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit, (HEPES)

Sigma Aldrich, Amerika

2-Hidroksietil metakrilat % 96 (HEMA)

Acros Organics Belgika

Magnezyum Kloriir

Sigma Aldrich, Amerika

Mangan (II) Kloriir %99

Sigma Aldrich, Amerika

N’N’- Metilenbisakrilamid %99

Sigma Aldrich, Amerika

Potasyum Hidroksit Pellet

Tekkim, Tiirkiye

Sibakron Mavisi

Anonim

Siikroz

Sigma Aldrich, Amerika

Sodyum Hidroksit Boncuk

Tekkim, Tiirkiye

N,N,N’, N’-Tetrametilenetilendiamin (TEMED)

Sigma Aldrich, Amerika

Trisin

Sigma Aldrich, Amerika

2.2 Cozelti ve Tamponlar

Calisma boyunca kullandigim ¢o6zelti ve tamponlarin hazirlanis1 Tablo 2.2°de

verilmektedir.

Tablo 2.2. Kullanilan ¢ézelti ve tamponlarin listesi

Cozelti ve Tamponlar

Hazirlams1

A tamponu ve homojenizasyon tamponu: 50 mM
HEPES-KOH (ImM MnCl,, ImM MgCl,, 2 mM
EDTA,0,5 M siikroz) pH:8.0

11,91 gr HEPES tartilir KOH ¢dzeltisi ile pH:8’e
ayarlanir. 95 mg MgCl,, 125 mg MnCl,, 744,48
mg EDTA, 171.15 g siikroz eklenir 1L’ye
tamamlanir.

100 mM Tricine-NaOH pH: 8.0

17,9 g Tricine tartilir. NaOH ile ph:8’e ayarlanir.
1L’ye tamamlanir.

10 mM MgCl, ¢ozeltisi

95,21 mg MgCl, tartilir 100 mL saf suda

¢Ozunur.

Mg-ATP c¢ozeltisi

22,0456 mg tartilip ImL saf suda ¢oziiniir
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Protoporfirin IX ¢ozeltisi

2,5308 mg tartilir 1 mL DMSO’da ¢oziiniir.

2.3 Cihazlar

Calisma boyunca kullanilan cihaz bilgileri Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Kullanilan cihaz ve sarf malzeme listesi

Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

Firma, Ulke

+4 Buzdolabi Liebherr, Medline, Almanya
-20 Buzdolab1 Liebherr, Medline, Almanya
Calkalayici Thermo, Amerika

Mikroplaka Okuyucu

BioTek Synergy H1, Amerika

Etiiv

Innovens, Jouan, Amerika

FT-IR Spektrofotometre (Spectrum 100)

PerkinElmer,

Kiigiik Santrifiij Hettich, Almanya

Liyofilizator Labconco, Freezone, Amerika
Manyetik Karistirict Jeio Tech, Lab Companion, Amerika
Mikropipet Uglar1 Isolab, Almanya

Santrifiij Sigma, Amerika

pH Metre (H1 2211 pH/ORP)

Hanna, Amerika

Pipetor

Brand, Transferpette, Almanya

Hassas Terazi

Ohaus, Pioneer, Amerika

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Zeiss Ultra Plus, Almanya

Ultrasonik Su Banyosu

Lab Companion, Amerika

Vorteks

Stuart, Ingiltere
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3. METOD

3.1 Kloroplast izolasyonu

Kloropolast izolasyonu i¢in temin edilen yesil ve canli bitki yapraklar1 (Gorsel
3.1.) kiigiik parcalara ayrilmistir Daha sonra tartilarak iizerine agirhginin yaklasik 12,5
kat1 kadar soguk 1 mM MgCl;, 1 mM MnCl,, 2 mM EDTA, 0,5 M siikroz i¢eren 50
mM 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit — potasyum hidroksit (HEPES-
KOH) pH:8.0 kloroplast tamponu eklenerek pargalanmistir. Olusan homojenat peynir
stizme bezinden siiziilerek, siiziintii 200 x g’de 10 dak. santriflij edilmistir. Siipernatant
tekrar toplanarak 9870 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij 9870 x g’ye geldiginde
durdurulmustur. Toplanan pelet kloroplast tamponu ile tekrar siispanse edilmistir. Tiim
prosediir +4 °C’de gerceklestirilmistir. Her basamaktan ornek ayrilarak aktivite ve
miktar tayinleri yapilmistir (Chu, Hsiu-An & Chang, Ing-Feng & Shen, C.-H & Chen,
Y.-T & Wang, H.-T & Huang, Li-Chun & Yeh, 2012).

A\
s ALERY

Gorsel 3.1. Taze yesil yapraklar
3.1.1 1izole Edilen Kloroplastlarin Parcalanmasi

Tekrar silispanse edilen pelet -80 °C’de 2 kere dondurulup ¢o6zdiiriilmistiir.
Dondurulup ¢6ziindiirmedeki amag¢ sok uygulayarak kloroplastlar1 pargalamaktir
(Gorsel 3.2) (Walker & Weinstein, 1991).
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Gorsel 3.2. Par¢alanan kloroplastlar

3.2 Protein Miktar Tayini.

Toplam protein miktar tayini Bikinkoninik asit (BCA) yontemine gére yapilmistir
ve sigir serum albiimini (BSA) referans olarak kullanilmistir. BCA yonteminde alkali
bir ortamda Cu*? iyonlar1 peptit baglarindaki sistin, sistein, triptofan ve tirozin
aminoasitlerine baglanarak Cu™e indirgenmis ve mor renk olugsmustur. Olusan mor
renk 562 nm’de Ol¢iilmiistiir. Olusan kompleksin kararli olmasi ve kolay kullanilabilir

olmasindan dolay1 laboratuvar sartlarindan tercih edilen bir yontemdir(Smith et al.,

1985).

Kalibrasyon grafigi olusturmak amaciyla farkl derisimlerde (200, 400, 600, 800
ve 1000 ppm) BSA ¢d6zeltileri hazirlanmistir. 25 ul protein ¢ozeltisinin lizerine 200 uL
BCA reaksiyon karisimindan eklenerek 60 °C 15 dak. inkiibasyona birakilmistir. 15
dak. sonunda olusan mor renkli ¢ozelti 562 nm’de absorbansi dlgiilerek kalibrasyon

grafigi ¢izilmistir. Total protein miktari,
y =0,0012 +0,1278 (R* = 0,9928) (3.1)
esitligi yardimiyla hesaplanmistir (Esitlik 3.1).

3.3 Mg-Selataz Aktivite Tayini

Mg-selataz aktivite tayini Walker ve Weinstein (Walker & Weinstein, 1991)
metoduna gore yapilmistir. Son derisimleri 1 mM MgCl,, 4 mM ATP, 9 uM
protoporfirin IX iceren 50 mM Trisin- HCI pH:8.0 aktivite ¢ozeltisine enzim (5 mg Lt
— 1 mg L™ eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon isleminin ardindan
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tizerine 1800 pL aseton/su/NHs (80:20:1) karisimi eklenerek 15000 x g’de 5 dak.
santrifiij edilmistir. Kuartz kiivete alman siipernatantin floresans olgiimleri yapilmustir,
(Ex:420nm Em: 550-650nm). Aktivite islemi kloroplast izolasyonunun her basamaginda

toplanan 6rnekler i¢in tekrarlanmistir.

Aktivite ortamindaki harcanan protoporfirin IX u belirlemek igin aktivite ¢dzeltisi
icerisinde protoporfirinin IX un farkli derisimleri (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 uM) hazirlanarak
aktivite prosediiri uygulanmistir. Elde edilen veriler ile derisime karsi emisyon

piklerinin degeri grafige gegirilerek kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Aktivite,
y =8,028x (R?=0,9963) (3.2)
esitligine gore hesaplanmistir (Esitlik 3.2).

3.4 Sibakron Mavisi Boya Ligand Afinite Kolonun Hazirlanmasi

Boya ligand afinite kolonu hazirlamak icin Oncelikle poli(HEMA) kolonlar
ANADOLUCA metoduna gore sentezlenmistir. PoliiHEMA) kolon sentezi i¢in 1045
uL deionize su igerisinde 21,225 mg N,N-metilen-bis-akrilamid ve 112,5 uL. HEMA
¢oziiliip stok ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra 1 mL’lik kolon hazirlamak i¢in stok
¢ozeltiden 760 uL almip 221,54 uL saf su ve 30,75 pL bis(2,2’-bipiridil) MATrp-
MATTrp rutenyum (11) (MAT-Ru-MATry) eklenerek 2 sa. N, gazi altinda karistirilmastir.
Karistirillan ¢ozeltiye polimerizasyon baglatici olarak 10 L amonyum persiilfat (APS)
ve katalizor olarak 1pL N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) konularak
plastik bir siringaya doldurulmustur. Hazirlanan kolon -20 °C 1 gece boyunca
polimerlesmesi i¢cin birakilmistir. Polimerlesen kriyojel kolon dolaptan ¢ikarilarak oda
sicakligina gelmesi beklenmistir. Oda sicakligina geldikten sonra 40 mL saf su ile

polimerlesmeden kalan maddeleri uzaklastirmak i¢in yikanmistir.

Poli(HEMA) kolonlara boya immobilizasyonu i¢in Oncelikle sibakron mavisi
derigimi 5 mgmL'l olacak sekilde 50 mL suda ¢Oziinmiistiir. Hazirlanan boya ¢ozeltisi,
50 mL su igerisinde bulunan kriyojel kolonlara ilave edilmis v daha sonra 5 g NaOH
tartilarak ¢ozelti icerisine eklenmitir. Kolonlarin da i¢inde bulundugu hazirlanan
karigim 80 °C’de 125 rpm’de 4 sa boyunca karigmaya birakilarak boyanin kolona
baglanmasi saglanmustir (Gorsel 3.3) (Dogan, Ozkara, Sar1, Uzun, & Denizli, 2012).
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Gorsel 3.3. Poli(HEMA) kriyojel kolonlara boyamn immobilizasyonu

4 saatin sonunda hazirlanan kolonlar baglanmayan fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in su

ve etanol ile yikanmustir (Gorsel 3.4).

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

3.4.1 Kolon karakterizasyonu

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

ve sisme testi ile yapilmgtir.

3411 SEM
Kolondan alman 5 mm kalinligindaki kesitler, 60 °C’deki etiivde kurutularak
iletkenligin saglanmasi i¢in vakum altinda 1 dak. boyunca 50 mA’lik akimla altin

kaplanmustir. Altin kaplanan numunelerin SEM ile goriintiileri alinmigtir.
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34.12 FT-IR
FTIR analizleri i¢in kolondan alinan kesit kurutulmustur. Kurutulan kesit nemi
uzaklastirilan KBr ile homojen olana kadar doviilmiis ve pellet haline getirilmistir.

Hazirlanan pelletin FT-IR cihazi ile analizleri yapilmustir.

3.4.1.3 Sisme testi

Hazirlanan sibakron mavisi boya afinite kolonundan kiigiik bir kesit alinip 1 gece
boyunca 60 °C’de kurutulmustur. Kurutulan kesit tartilarak not edilmistir. Daha sonra
iizerine yavas bir sekilde damla damla su eklenerek kolon sisirilmistir. Sisirilen kolon
tekrar tartilarak asagidaki esitlik (Esitlik 3.3) yardimiyla sisme orani hesaplanmustir.

_ (ws-wk)

SD =

(3.3)
Wk= Kuru polimerin agirhigi

Ws: Sisirilmis polimerin agirligi

SD: Sisme Derecesi

3.5 Saflastirma Cahsmalari

Magnezyum-selataz saflastirilmasi i¢in hazirlanan sibakron mavisi boya
immobilize edilmis afinite kolonu, hizli protein sivi kromatografisi (FPLC) cihazina
entegre edilmistir (Gorsel 3.5). Kolon 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 2 mM EDTA, 0,5 M
siikroz igeren 50 mM HEPES-KOH pH:8.0 (A tamponu) ile dengelenmistir.
Dengelenen kolona 1 mL akis hizinda 100 pLL numune enjeksiyonu yapilmistir. Eliient
olarak A tamponu kullanilmistir. Kolona baglanmadan ¢ikan safsizliklarm ardindan
kolonun tekrar dengeye gelmesi beklenmistir. Dengelenen kolona, baglanan -
istedigimiz- numuneyi sokmek i¢in 1 M NaCl i¢eren A tamponu (B tamponu)
gecirilmistir. Tuz molekiilleri protein/enzimin etrafini sararak su molekiilleri ve afinite
kolonu ile baglantisini keserek ¢oziiniirliiglinii azaltir ve kolondan koparirlar. Boylelikle
saflastirilmak istenilen numune elde edilmis olmaktadir. Analiz spektrofotometrik

olarak 280 nm’de takip edilmistir.
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Gorsel 3.5. FPLC cihazi

3.5.1 Enzim karakterizasyonu

Saflastirilan enzimin karakterizasyonu Mg-selataz aktivite tayini, protein miktar
tayini, sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yapilarak

belirlenmis ve spesifik aktivitesi ve saflastirma katsayist hesaplanmustir.

3.5.1.1 Mg-selataz aktivite tayini
Saflagtirilan Mg-selataz enziminin aktivite tayini boliim 3.3’de anlatildig1 gibi

yapilmistir.

3.5.1.2 Protein miktar tayini
Saflagtirlan Mg-selataz enziminin miktar tayini boliim 3.2°de anlatildig1 gibi

yapilmistir.

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

Yesil yapraklardan elde edilen Mg-selataz enziminin safliginin belirlenmesi igin
Leammli metodu (Laemmli, 1970) kullanilmigtir. Hazirlanan jelde % 10’luk ayirma jeli
ve % 5’lik yiikleme jeli kullanilmistir. Tablo 3.1°de jellerin igerikleri verilmektedir. 10
pL 6rnek 10 pL 4x SDS-PAGE yiikleme boyasi ilave edilerek 100 °C’de 5 dak boyunca
denatiire edilmistir. Hazirlanan karisimdan 8 pL alinarak kuyucuklara yiiklenmistir.
Yiiklenme jelinde sistemden 8 mA akim gecirilmis, ayrma jeline geldikten sonra akim
16 mA’e yiikseltilmistir. Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra jel giimiis boyama

yontemi ile boyanmustir.
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Tablo 3.1. Mg-selataz igin kullanilan SDS-PAGE jelinin i¢erigi

%10 Ayirma Jeli
Bilesen Miktar
H,0O 11.925 mL
Akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 9.975 mL
1,5 M Tris(pH=8,8) 7.5mL
%10 (w/v) SDS 0.3mL
%10 (w/v) amonyumpersiilfat (APS) 300 uL
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 15 uL

%5 Yiikleme Jeli
Bilesen Miktar
H,O 5.63 mL
Akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid (%630/%0,8 w/v) 1.6 mL
0,5 M Tris-HCI (pH=6,8) 2.5mL
% 10 (w/v) SDS 0.1 mL
%10 APS 100 pL
TEMED 5uL

3.6 Poli(HEMA-ko-Mg-Selataz) Kriyojel Kolon Hazirlanmasi

Poli(HEMA) ve Mg-selataz immobilize poliHEMA-ko-mg-selataz) kriyojel kolonlar
ANADOLUCA metoduna gore sentezlenmistir. Poli(HEMA-ko-mg-selataz) kolon
sentezi i¢in 1045 uL deionize su igerisinde 21,225 mg N,N-metilen-bis-akrilamid ve
112,5 uL HEMA ¢ozdiiriiliip stok ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra 1 mL’lik kolon
hazirlamak i¢in stok ¢ozeltiden 760 pL alinip 221,54 pL saflastirilan enzim ve 30,75 pL
bis(2,2’-bipiridil) MATrp-MATrp rutenyum (11) (MAT-Ru-MATTy) eklenerek 2 sa. N,
gazi altinda karistirilmistir. Karistirilan ¢ozeltiye polimerizasyon baslatici olarak 10 pL
amonyum  persiilfat (APS) ve katalizor olarak e N,N,N’,N’"-
Tetramethylethylenediamine (TEMED) konularak plastik bir siringaya doldurulmustur.
Hazirlanan kolon -20 °C 1 gece boyunca polimerlesmesi i¢in birakilmustir. Polimerlesen
kriyojel kolon dolaptan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Oda
sicakligma geldikten sonra 40 mL saf su ile polimerlesmeden kalan maddeleri

uzaklastirmak i¢in yikanmistir (Gorsel 3. 6).
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Gorsel 3.6. Soldaki kolon poli (HEMA), sagdaki kolon poli(HEMA-ko-Mg-selataz)
3.6.1 Poli (HEMA-ko-mg-selataz) kriyojel kolon karakterizasyonu
Poli (HEMA) ve poli(HEMA-ko-Mg-selataz) kriyojel kolonlarin karakterizasyonu

da Bo6liim 3.4.1°de anlatilan analizler uygulanarak gergeklestirilmistir.

3.7  Mg-Protoporfirin Sentezi

Mg-selataz enzimini i¢eren protein karigimimin immobilize edildigi poli(hema-co-
Mg-selataz) kolonu peristaltik pompa diizenegine yerlestirilip kolonun dengelenmesi
icin oncelikle Trisin-NaOH (pH:8.0) tamponu kolondan gegirilmistir. Protoporfirin 1X
ve ATP igeren tampon karigiminin baslangi¢ floresansi kaydedilmistir. Her 15 dakikada
bir floresans spektrumundaki degisim incelenmis ve her 6l¢lim sonrasinda protoporfirin
IX ve ATP c¢ozeltisinin floresans degeri kaydedilmistir. Spektrumdaki diigmeden
kaynakli enzimin aktif oldugu ve Mg-protoporfirin doniigiimiiniin tamamlandigi

varsayilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Kloroplast izolasyonu ve Karakterizasyonu

120 mL bitki homojenat ¢ozeltisi ile ¢alismaya baslanmis olup her bir santrifiij
basamaginda numune ayrilmistir. Son olarak izole edilen kloroplastlar 1 mL kloroplast

tamponu ile resiispanse edilmistir.

Izole edilen kloroplastlar sok etkisiyle parcalandiktan sonra tekrar santrifiij
edilerek slipernatant kismi toplanmistir. Toplanan siipernatantin karakterizasyonu icin

miktar tayini ve Mg-selataz enzim aktivitesine bakilmistir.

4.1.1 Protein miktar tayini

[zolasyon asamasinda her santrifiij basamagmdan ayrilan numunelerin miktar
tayini icin BSA standart olarak kullanilarak Sekil 4.1°deki kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Kalibrasyon grafiginden yararlanirak ilk homojenatta 2050 ppm 200xg’den
sonra 1443 ppm ve 9870xg’den sonra ise 4,8 ppm protein oldugu hesaplanmistir.

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 -

06 - y =0,0012x +0,1278
R2=0,9928

Absorbans

0,4 -

0,2

O l T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Derisim (ppm)

Sekil 4.1. BSA standart grafigi
4.1.2 Mg-selataz aktivite tayini

Enzim aktivitesi, baslangigtaki substrat (protoporfirin IX) miktarina gore elde
edilen floresans siddetinin Mg-porfirin olustuk¢a soniimlenmesiyle olusan farka gore
belirlenmistir. Sekil 4.2°de verilen spektrum, icerisinde enzim olmayan ve kér numune

ad1 verilen ¢ozeltiye, Sekil 4.3’de verilen spekturum kloroplastlara ve Sekil.4.4’de
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verilen spekturum ise 9870 x g’den sonra alinan siipernatanta aittir. Cozeltiler 420
nm’de uyarilmig ve uyarilan aktivite ¢ozeltisi 631 nm’de emisyon piki vermistir.
Sirastyla kor numuneye ait emisyon piki 79,790 parcalanan kloroplastlara ait emisyon
piki 53,664 ve 9870 x g’den sonra alinan siipernatant ¢dzeltisine ait emisyon piki ise
48,326 olarak bulunmustur. Spekturumlardan da gorildiigi gibi kor numuneye karsi
diger iki spekturumun emisyon piklerinde bir diisiis oldugu gozlenmistir. Bu da bize
enzimin protoporfirin IX’u kullanarak Mg-protoporfirin olusturdugunu gostermektedir.
Sekil 4.4’¢ bakildiginda 9870 x g’den sonra alinan siipernatant ¢ozeltisinde daha fazla
diistis gozlenmistir. Par¢alama kosullarinin sert olmasindan dolay1 kloroplastlarin da
parcalanarak enzimin siipernatanta gegtigi diisiniilmektedir. 699 nm’de gelen pikin ise

orneklerdeki kloroplastlardan kaynaklandig diistiniilmektedir.
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Sekil 4.2. Icerisinde enzim olmayan kér numuneye ait floresans 6lgiimii
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Sekil 4.3. Parcalanan kloroplastlara ait floresans él¢iimii
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Sekil 4.4. 9870 x g’den sonra alinan siipernatant ¢ozeltisine ait floresans olgiimii
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Harcanan substrat miktarini belirlemek i¢in farkli derisimlerde (0, 2, 4, 6, 8 ve 10
uM) hazirlanan protoporfirin IX ile c¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.5te
gosterilmektedir. Cizilen kalibrasyon grafiginden harcanan protoporfirin miktar
hesaplanmistir. 10 uM kirilma noktast oldugundan grafige alinmamistir. Parcalanan
kloroplastlar baslangic miktarina gore yaklasik olarak 3,26 pug protoporfirin IX, 9870 x
g’den alman siipernatant c¢ozeltisinde ise yaklagik olarak 3,93 pg protoporfirin X

harcanmustir.

70 -+

a.u. (420 nm)

10

Derigim (uM)

Sekil 4.5. Protoporifirin IX kalibrasyon grafigi
4.2 Sibakron Mavisi Boya Ligand Afinite Kolon Karakterizasyonu
Bolim 3.5’de anlatildig1 lizere hazirlanan Poli(HEMA) ve sibakron mavisi

immobilize  edilen  Poli(HEMA-ko-Sibakron ~ mavisi)  kriyojel  kolonlarin

karakterizasyonu i¢cin SEM, FTIR, ve sisme derecesi hesaplanmustir.

4.2.1 SEM ile Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi

Poli(HEMA) ve boya immobilize edilmis Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi)
kolonlarma ait SEM goriintiileri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gdsterilmektedir. Sekillerde
de goriildiigii makro godzeneklere sahip birbiriyle baglantili diizgiin bir ag orgiisii
bulunmaktadir. G6zenek boyutu yaklagik olarak poli HEMA) kriyojel kolon i¢in 20-100
um, boya immobilize poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolon igin 20-200 um
arasindadir. Boya baglama asamasinda yliksek sicakliklara ¢ikildigindan c¢eperlerde
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tahrip gozlenmektedir. Fakat ag orgiisii bozulmadigindan kolonun tutma kapasitesinde

degisiklik gozlenmemektedir.

Sekil 4.7. Boya immobilize edilmis poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolon

422FTIR

Poli(HEMA), poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) ve sibakron mavisi boyasima ait
FTIR spekturumlar1 Sekil 4.8°’de ve sibakron mavisi boyasinin yapist Sekil 4.9’da
gosterilmektedir. Yap1 goz 6niine alindiginda FT-IR analizi sonucunda 1090.81 cm™*de
(C-Cl gerilmesi), 1045.83 cm™ ve 1028.22 cm™ de (S-O gerilme titresimleri), 3435.85
cm®’de (O-H gerilmesi), 3789.65 cm™de (N-H gerilme frekanslar1) pikler elde

edilmigstir. Bu pik araliklar1 sibakron mavisi boyasina ait karakteristik piklerdir.

HEMA ve bis akrilamid’e ait polimerlesme reaksiyonu Sekil 4.10’da
verilmektedir. Poli(HEMA) kriyojeline ait FT-IR analizleri sonucunda, C=0 keskin piki
1726.11 cm®™de, C-O (ester) titresim gerilimleri 1248.23 cm™ ve 1159 cm™de,
hidroksil gruplarmm titresim gerilimleri 3435.85 cm™’de gbzlemlenmistir. Bu pikler

yap1 ile karsilastirildiginda poliHEMA)’ya ait karakteristik piklerdir.
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Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolonunda boya immobilizasyonundan

dolay ilave bantlar bulunur. 1248.16 cm™deki bant, boya molekiiliiniin siilfonik asit

gruplarindan kaynaklanmaktadir. Ek olarak, 965.68 cm™ ve 853.48 cm™deki bantlar,

boya

molekiillerinin birincil ve ikincil amin gruplarinin sallama titresiminden

kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, bu FT-IR analizi sonucunda sibakron mavisi’nin

poliHEMA) iizerine basarili bir sekilde baglandigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.9. Sibakron mavisi boyanin molekiil yapisi



Qk/\)v ' —

OH

Sekil 4.10. Poli(HEMA)'nin polimerlesme reaksiyonu

4.2.3 Sisme testi

Mg-selataz enziminin saflastirilmasi i¢in hazirlanan boya immobilize edilen
Poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kriyojel kolonu ve kontrol grubu i¢in hazirlanan
Poli(HEMA) kolonundan alinan kesit 1 gece boyunca etiivde kurutulmustur. Kurutma
isleminin ardindan alinan kesitin kuru agirligit Wk(poliHEMA)) 24.8 mg olarak ve
sisirildikten sonra ki agirlig1 ise Ws(poli(HEMA)) 314.7 mg olarak tartilmistir. Sigsme
derecesi denklem 3’e gore % 1.169 olarak hesaplanmistir. Poli(HEMA-ko-sibakron
mavisi) kolonundan alinan kesitin kuru agirligi Wk(poli(HEMA-ko-sibakron mavisi))
46.6 mg olarak ve sisirildikten sonra ki agirligi ise Ws(poli(HEMA-ko-sibakron
mavisi)) 1.079 mg olarak tartilmistir. Sisme derecesi denklem 3’e gére % 2.215 olarak
hesaplanmistir. Yiiksek sisme kapasitesine sahip kriyojeller biiyiik porlara sahiptir ve

capraz baglar1 daha kuvvetlidirler.

4.3 Saflastirma Cahsmalar

Saflagtirilan Mg-selataz’a ait FPLC kromatogrami Sekil 4.11°de gosterilmektedir.
Mavi bant absorbansi, yesil bant ise tuz derisimini ifade etmektedir. ilk pik kolona
baglanmadan ¢ikan safsizliklar1 ve ikinci pik ise saf Mg-selataz enzimini ifade
etmektedir. Mg-selataz enzimi yesil salatalik yapraklarindan boya ligand afinite
kromatografisi ile saflastirilmistir. Tuz derisiminin artmasiyla, sibakron mavisi
immobilize edilmis boya ligand afinite kolonuna baglanan Mg-selataz enzimi kolondan

sokiilerek fraksiyon toplayici ile tiiplere 1’er mL olacak sekilde toplanmaigtir.
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Sekil 4.11. Mg-selataz saflastiriimasina ait FPLC kromatogrami
4.3.1 Enzim karakterizasyonu

Saflagtirilan enzimin karakterizasyonu igin gergeklestirilen miktar tayini, Mg-
selataz aktivite tayini ve saflig1 hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in yapilan SDS-PAGE

jel elektroforezi sonuglar1 asagidaki boliimlerde verilmistir.

4.3.1.1 Protein miktar tayini
Esitlik 3.1’den yararlanilarak hesaplanan saf Mg-selatazin miktar1 1 ppm
bulunmustur. Yapilan 6lgtimler ti¢lii tekrar yapilmustir. Spesifik aktivite hesaplanirken

protein miktariin diisiik, aktivitenin ise yiiksek olmasi beklenmektedir.

4.3.1.2. Mg-selataz aktivite tayini

Saflagtirilan enzimin aktivite tayini Bolim 3.3’de anlatildigi gibi yapilmustir.
Sekil 4.12 igerisinde enzim olmayan kor numuneye ait floresans spekturumu
gostermektedir. Sekil. 4.13 ise saflagtirilan Mg-selataz enzimine ait floresans
spekturumuna aittir. Emisyon pikindeki diigiis saflastirilan enzimin aktiviteye sahip

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. I¢erisinde enzim olmayan kér numuneye ait floresans 6l¢iimii
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Sekil 4.13. Saflastirilan enzime ait floresans spektrumu
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4.3.1.3 SDS-PAGE jel elektroforezi

Salatalik yapraklarindan saflastirilan enzime ait jel goriintiisii Gorsel 4.1°de
verilmektedir. Jelde markera ait bantta problem yasanmistir. Jel daha hassas bir yontem
olan glimiis boyama yontemiyle boyanmistir. Glimiis, proteindeki siilfidril ve karboksil
gruplarina baglanarak boyama yapar. Giimiis boyama, saptama sinirlar1 protein basina
3-5 ng’a kadar diisen hassas bir yontemdir. Her basamaktan aliman 6rnek bantlar1 ve
saflastirilan enzimin bantlar1 karsilagtirildiginda, saf Mg-selataz enziminin 2 bant
verdigi goriilmektedir. Kolondan alman saf numune diger basamaklarda karsilasilan
safsizlik bantlarindan basarili bir sekilde elenmistir. Bu da bize sibakron mavisi boya
immobilize afinite kolonunun basarili bir sekilde ¢alistigini gostermektedir. Elimizde
ticari enzim bulunmadigindan kolondan alman numunenin Kkarsilastiriimasi
yapilamamistir fakat kolondan alinan numune Mg-selataza ait aktivite gosterdiginden

elde edilen piklerin enzime ait oldugu diistiniilmektedir.

Gorsel 4.1. SDS-PAGE jel goriintiisii

Saflagtirilan enzime ait spesifik aktivite, saflagtirma katsayisi ve % verim

hesaplanarak Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.1 Mg-selataz saflastirma karsilastirmasi

Toplam Aktivite Miktar Toplam Spesifik Saflastirma %
Hacim | (UmL™) | (mgmL?) | Aktivite Aktivite Derecesi | Verim
(mL) (V) (Umg™)
9870 x g 61 0,016 1,233 0,976 0,0129 1 100
sonrast alinan
supernatant
Saflagtirilan 1 0,001 0,001 0,001 1 77,5 6.25
enzim

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

Boliim 3.7°de bahsedildigi gibi hazirlanan PoliHEMA) ve Poli(HEMA-ko-Mg-

Selataz) kriyojel kolonlarin karakterizasyon sonuglari asagidaki béliimlerde verilmistir.

4.4.1 SEM ile Yiizey Morfolojisinin incelenmesi

PoliHEMA) ve Poli(HEMA-ko-Mg-Selataz) kolonlarina ait SEM goriintiileri
Sekil 4.14°de gosterilmektedir. Sekillerde de goriildiigii gibi makro gézeneklere sahip
birbiriyle baglantili diizgiin bir ag orgiisii bulunmaktadir. Gozenek boyutu yaklagik
olarak 20-100 um arasindadir.

Sekil 4.14. Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-ko-Mg-selataz) kriyojel kolonlarin SEM goriintiileri

442FTIR

Asagida verilen FT-IR spekturumlar1 (Sekil.4.15) poli(HEMA) ve poli (HEMA-
ko-Mg-selataz) kriyojel kolonlarmma aittir. Spektrumlara bakildiginda karakteristik
pikler: 3435 cm-""de (-OH gerilme), 2928 cm-""de (CH2 gerilme) 1724 cm™’de (C=0)
ve 1250-849 cm™ araliginda (C-O ve C-O-C gerilme frekanslar1) gozlemlenmistir. Bu
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pik araliklar1 poliHEMA)’ya ait karakteristik piklerdir ve HEMA’nin varligini

gostermektedir.
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Sekil 4.15. Poli(HEMA) ve poli(HEMA-ko-Mg-selataz) kriyojel kolonlarina ait FT-IR spekturumu
4.4.3 Sisme Testi

Mg-protoporfirin déniisiimii i¢in hazirlanan polil HEMA-ko-Mg-selataz) kriyojel kolonu
ve kontrol grubu olarak kullanilan poliHEMA) kolon etiivde 1 gece boyunca
kurutulmustur. Kurutma isleminin ardindan agirliklar1 tartilmistir. Wk(poli-HEMA)
kriyojel kolonun agirligi 0,011 gram ve Wk(polilHEMA-ko-Mg-selataz)) kriyojel
kolonun agirligi ise 0,010 gram bulunmustur. Su ile sisirilen kolonlar tekrardan
Olgtilmiis, Ws(poli-HEMA) 1.006 g ve Ws(poli-HEMA-ko-Mg-selataz) ise 1.199 gram
olarak bulunmustur. 3 no’lu esitlik kullanilarak yilizde sisme kapasiteleri bulunmustur
Buna goére poliHEMA) kriyojel kolonun sisme derecesi %1149, poli HEMA-ko-Mg-

selataz) kriyojel kolonun sisme kapasitesi ise %798 olarak hesaplanmistir.

4.5 Mg-Porotoporfirin Sentezi

Mg-protoporfirin sentezi i¢in, Mg-selataz enzimi immobilize edilen polil HEMA-
ko-mg-selataz) kriyojel kolonu ATP, protoporfirin IX ve MgCl; igeren ¢ozelti igerisinde
30 °C’de inkiibe edilmistir. Her 15 dakikada 6rnek almarak florimetrik olarak ol¢tim
yapilmis (Sekil 4.16) ve elde edilen emisyon pik degerleri zamana karsi grafige

gecirilmistir (Sekil 4.17). Emisyondaki diisiis, zamanla enzimin, ortamdaki Mg
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Sekil 4.17. Mg-protoporfirin déniisiim grafigi
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5. Tartisma ve Sonug¢

Mg-selataz, klorofil biyosentezinde gorev alan bir enzimdir. Mg iyonlarmn1 ATP
varliginda protoporfirin halkasina baglayarak Mg-protoporfirine doniistiiriir. Bu da
Klorofil eldesinin ilk basamagidir. Mg selataz ¢alisilmasi zor bir enzim oldugundan
literatlirde ¢ok fazla kaynak bulunmamaktadir. Mg-selataz enzimi genellikle bitki
kaynakli elde edilse de bakteri kaynakli da elde edilebilir (Gorchem, 1997). Fakat her
iki yontemde de parcalama esnasinda aktivitelerinin yaklasik % 95’ini yitirmektedir
(Walker & Willows, 2015). Yapilan ¢alismada Mg-selataz saflastirilmasindan elde

edilen verim 6,25 olarak hesaplanmustir.

Mg-selataz saflastirilmasi i¢in boya ligand afinite kromatografisi kullanilmistir.
Literatlir arastirmasi yapildiginda cogunlukla ticari bir madde olan mavi agaroz
kullanildig1 goriilmektedir (Guo, Luo, & Weinstein, 1998), fakat bu ¢alismada ticari bir
madde yerine laboratuvar kosullarinda rahatlikla yapilabilecek ucuz ve kolay bir
yontem sec¢ilmistir. Literatiirde Mg-selatazin sibakron mavisi immobilize edilmis boya
ligand afinite kolonu ile saflastirildigina rastlanmamistir. Bu nedenle saflagtirma verimi
karsilagtirilamamistir. Saflastirma islemi tek basamakta gergeklestirilerek % 6,25 verim
elde edilmistir. Tek basamakta gerceklestirilmesi enzim i¢in art1 bir 6zelliktir, ¢linkii
Mg- selataz enzimi stabil olmayan ve ¢ok ¢abuk denatiire olan bir enzimdir (Guo et al.,
1998). Hatta bazi kaynaklarda enzim ortamindan ayrildiginda ¢alismadig1 gozlenmistir.
Bu sartlar altinda saflastirma islemini tek basamakta gergeklestirerek hem zamandan

tasarruf edilmistir hem de ara basamaklarda olusabilecek aktivite kayb1 onlenmistir.

Hazirlanan poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) Kriyojel kolonun SEM goriintiileri
incelendiginde NaOH derisiminden kaynakli bir tahribat gozlenmektedir. Fakat bu
tahribat kolonun ag oOrgilisiinii bozmamistir ve baglanma kapasitesinde bir farklilik

gostermemistir.

Hazirlanan kolonun FTIR spekturumlarina bakildiginda 1248.16 cm™'deki pik,
boya molekiiliiniin siilfonik asit gruplarindan kaynaklanmaktadir. Ek olarak, 965.68cm™
ve 853.48 cm™deki bantlar, boya molekiillerinin birincil ve ikincil amin gruplarmin
sallama titresiminden kaynaklanmaktadir. Literatiirdeki FTIR spekturumlar1 (Dogan et
al., 2012) ile kiyaslandiginda boyanin basarili bir sekilde poli(HEMA) kolona
baglandig1 goriilmektedir.
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Kolon karakterizasyon basamaklarindan bir digeri ise sisme derecesidir.
PoliHEMA) kriyojel kolonlarda sisme dereceleri olduk¢a dnemlidir; ¢iinkii kolon ne
kadar su tutar ise o kadar siser ve gozenekleri biiyiir. Bu da ¢ok diisiik basinglarda
calisma olanagi saglar. PoliHEMA) kolona ait sisme derecesi % 1079 poli(HEMA-ko-
sibakron mavisi) kriyojel kolona ait sisme derecesi ise % 2215 olarak hesaplanmuistir.
Sisme dereceleri, kolon hazirlama prosediirii referans alman makale ile
karsilastirilmistir (Dogan et al., 2012). Bu durum ortamda bulunan hidrofilik grup

sayisindaki artis ile dogru orantilidir.

Saflastirilan enzimin safligi hakkinda bilgi sahibi olmak icin SDS-PAGE jel
elekroforezi ile numuneler yiiriitiilmiistiir. Jel hassas bir yontem olan glimiis boyama ile
boyanmustir. (Chevallet, Luche, & Rabilloud, 2006) Ticari bir marker olmamasindan
kaynakli kiyaslama yapilamasa da saflastirilan enzim Mg-selataza ait spesifik aktivite

gostermektedir. Bu neden elde edilen bantlarin enzime ait oldugu diisiiniilmektedir

Mg-protoporfirin klorofil sentezinin ilk basamagi oldugundan biiyilk Onem
tasimaktadir. Laboratuvar kosullarinda Mg-protoporfirinin sentezini gergeklestirmek
yapay klorofil sentezi ¢alismalar1 i¢in 6ncii bir ¢alismadir. Mg-protoporfirin doniistimii
icin saflastirilan Mg-selataz enzimi ANADOLUCA metodu ile kriyojel kolon iizerine
immobilize edilmistir. Daha sonra kolon ATP ve Mg iyonlar1 varliginda 30 °C’de
inkiibe edilerek enzimin katalizliginde Mg-protoporfirin sentezi gergeklestirilmistir.
Literatiirde poli(HEMA-ko-mg-selataz) kriyojel kolonuna ve Mg-protoporfirin
sentezine ait bilgiye rastlanmadigi i¢in Mg-protoporfirin i¢in bir kiyaslama

yapilamamustir.

Mg-protoporfirin sentezi i¢in hazirlanan mg-selataz immobilize poli(HEMA-ko-
Mg-selataz) kriyojel kolonlarmin karakterizasyonu i¢cin SEM-FTIR ve sisme derecesi
hesaplanmigtir. SEM goériintiilerine bakildiginda diizgiin bir ag 6rgiisiine sahip oldugu
goriilmektedir. 100 pm’ye kadar birbiriyle diizglin bir ag orgiisiine sahip makro
gozenekli yapilar, farkli boyutlardaki maddelerin matriksin tikanma riski olmadan

saflagtirilmasini saglar.

Hazirlanan poli(HEMA-ko-mg-selataz) kriyojel kolonlarin FTIR spektrumlarina
bakildiginda 3435 cm-""de (-OH gerilme), 2928 cm-""de (CH2 gerilme) 1724 cm™de
(C=0) ve 1250-849 cm™ araliginda (C-O ve C-O-C gerilme frekanslari)
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gozlemlenmistir. Bu pik araliklar1 poliHEMA)’ya ait karakteristik piklerdir ve
HEMA nin varligini géstermektedir.

Hazirlanan enzim immobilize poli(HEMA-ko-mg-selataz) kriyojel kolonun sisme
derecesi % 798 olarak bulunmustur. Hazirlanan kolon literatiirde yeni bir kolon
oldugundan sisme derecesini kiyaslayacak bir yaymn bulunmamaktadir. Fakat bulunan
deger litaratiirdeki farkli kriyojel kolonlarin sisme dereceleri ile karsilastirildiginda iyi

bir degerdir (Verissimo et al., 2017).

Sonug olarak yapilan ¢alismada; ilk olarak, Mg-selataz enzimi saflastirilmasi i¢in
ilk defa poli(HEMA-ko-sibakron mavisi) kolon kullanilmig olup tek basamakta
saflastrma islemi gerceklestirilmistir. Jel goriintiilerine bakildiginda tek basamakta
bircok safsizligin elendigi acik¢a gozlenmektedir. Mg-selataz saflastirilmasi i¢in kolay
ve ucuz olan bu ydntem literatiire kazandirilmustir. ikinci olarak ise elde edilen saf
numune kriyojel kolona immobilize edilerek klorofil sentezinin ilk basamagi olan Mg-
protoporfirin sentezi igin kullanilmistir. Mg-protoporfirin sentezi yapay klorofil
sentezinden yapay oksijen lretici sistemlere kadar bir¢ok alanda kullanilabilir. Bu
calisma ile ilerideki bir¢ok c¢alismanin temelinin atilmasi hedeflenmektedir. Ayrica

literatiire yeni bir metod olarak Mg-protoporfirinin sentezi kazandirilmustir.
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