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OZET

DIPLOLEPIS FRUCTUUM (RUBSAAMEN, 1895) (HYMENOPTERA:
CYNIiPIiDAE)’NIiN LARVASINDAN LiPOLITiK BiR FRAKSIYONUN
SAFLASTIRILMASI VE TEMEL KINETiK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

Mazen ALTHALJI
Yuksek Lisans Tezi
Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Salih GORGUN

2019, 62+xiii sayfa
Diplolepis fructuum (Riibsaamen, 1895) Rosaceae tiirlerinde zararlara yol agan en
O6nemli  bocek tirlerinden birisidir. Biyokimyasal veri elde etmek igin
laboratuvarimizda 2018’de baslatilan bu ¢alisma ile D. fructuum’un larvasindan bir
esteraz (E.C.3.1.1.X) Q sefaroz anyon degisim, fenil sefaroz CL-4B ve sefakril S100-
HR jel filtrasyon kromatografisini kullanarak saflastirilmistir. Saflastirilan enzim 6.94
U (mg protein)? spesifik aktivite, 28.80 kat saflik ve % 8.80 verime sahipti. Nativ-
PAGE calismalarinda sadece bir aktivite band1 gézlenmistir. Nativ-PAGE ve SDS-
PAGE tekniklerini kullanarak, esterazin mol kiitlesi yaklasik olarak 60 kDa olarak
tahmin edilmistir. Kinetik datadan, enzimin optimum sicaklik ve pH’1 sirastyla 40 °C
ve 9.0 olarak belirlenmistir. Enzim, 40 °C ve pH 8.0’da 4 saat kararliydi. 4-nitrofenil
bitirat (p-NPB) substrat olarak kullanilarak, Km Ve Vmax degerlerinin 0.035 mM ve
1.41 pmol (mL dk)? oldugu bulunmustur. Enzim en yiiksek aktivitesini p-NPB (%
100) ve 4-nitrofenil asetat (% 52) tizerinde sergilemistir. Tiim bu veriler enzimin diger
bocek tiirlerinden bildirilen esterolitik enzimlerden farkli kinetik 6zellik ve mol kiitlesi

ile bir esteraz olabilecegini dnermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diplolepis fructuum, larva, esteraz, saflastirma, kolon

kromatografisi.
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ABSTRACT

PURIFICATION AND DETERMINATION OF BASIC KINETIC
PROPERTIES OF A LIPOLYTIC FRACTION FROM THE LARVAE OF
DIPLOLEPIS FRUCTUUM (RUBSAAMEN, 1895) (HYMENOPTERA:
CYNIPIDAE)

Mazen ALTHALJI
Master of Science Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih GORGUN
2019, 62+xiii pages

Diplolepis fructuum (Ribsaamen, 1895) is one of the important insect species that
causes damages on Rocaceae species. With this study launched in our laboratory in
2018 to get a biochemical data, an esterase (E.C.3.1.1.X) from the larvae of D.
fructuum was purified using Q sepharose anion exchange, phenyl sepharose CL-4B,
and sephacryl S100-HR gel filtration chromatography, respectively. The enzyme had
6.94 U (mg protein)™* specific activity, 28.80-fold purity, and 8.80 % yield. Only one
activity band was observed in Native-PAGE studies. The molecular weight of the
esterase was approximately estimated as 60 kDa using Native-PAGE and SDS-PAGE
techniques. By the kinetic data, optimum temperature and pH for the enzyme was
determined as 40 °C and 9.0, respectively. The enzyme was stable for 4 hours at 40 °C
and pH 8.0. Km and Vmax values were found to be 0.035 mM and 1.41 pmol (mL dk)
! using 4-nitrophenyl butyrate (p-NPB) as substrate. The enzyme exhibited its highest
activities on p-NPB (100 %) and 4-nitrophenyl acetate (52 %). All of these data
suggest that the enzyme might be a typical esterase with different kinetic properties
and molecular weight than esterolytic enzymes reported from other insect species.

Key Words: Diplolepis fructuum, larvae, esterase, purification, column

chromatography.
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1. GIRIS
1.1 Hidrolazlar ve Esterazlar

Dogada en sik goriilen protein katlanmalarindan birisi, hidrolaz sinifi enzimlerin de
yer aldig1 o/f domainlerdir (Sekil 1.1) (Nardini ve Dijkstra, 1999). Hidrolazlar genis
substrat Ozgiilliigii gosteren bir enzim smifidir. Bu smifin enzimleri ester ve
trigliseritlerle birlikte peptitler, halidler ve amidler gibi farkli bilesenlerin hidrolizini
gerceklestirebilmektedirler (Fojan vet ark., 2000). Bu olgu, farkli amino asit dizilimi
ve farkli substrat kullanimina ragmen katalitik merkezlerini olusturan amino asit
diizenlenmelerinin benzerligine isaret etmektedir. o/f hidrolaz ailesinin enzimlerinin
aktif merkezini meydana getiren amino asitler “katalitik triad” yani katalitik ti¢lii
olarak bilinip, ‘“serin-aspartat-histidin” {i¢liisinden meydana gelmektedir. Baz
enzimlerde ise aspartatin glutamat ile yer degistirebildigi durumlarin mevcut oldugu
belirlenmistir (Ollis ve ark., 1992; Nardini ve Dijkstra, 1999). Bu baglamda hidrolaz
siifi enzimlerin en gozde olan iki grubunu, gercek esterazlar olarak da adlandirilan
karboksil ester hidrolazlar (EC. 3.1.1.1) ve lipazlar (EC 3.1.1.3, triacilgliserol
hidrolaz) olusturmaktadir (Bornscheuer, 2002; Lopes ve ark., 2011). Bu iki enzim
grubu ¢ok genis bir dizinde organizmadan tanimlanmis ve giliniimiizde bu
organizmlarindan bazilarindan klonlama caligmalar1 yerine getirilmistir. Bu agidan
bakildiginda organizmadaki kritik fonksiyonlari nedeniyle tiim yasam formlarinda

bulunduklar1 bildirilmektedir (Fojan ve ark., 2000).

Sekil 1.1 o/ hirolaz katlanmasi (Nardini ve Dijkstra, 1999)
1



1.2 Esterazlar (EC 3.1.1.X) ve Lipazlar (EC 3.1.1.3)

Saflagtirma calismalarinda ¢ogu durumda saflatilmaya ¢alisilan lipolitik enzimin bir
lipaz m1 yoksa esteraz mi1 oldugu arastirmacilar tarafindan yoneltilen bir sorudur. Bu
olgu giinlimiizde hala karmagikligini siirdiirmektedir. Buradan anlasilacagi gibi her iki
enzim grubunun benzer bir amino asit dizilimine sahip olmak kaydiyla ester baglarinin
sadece hidrolizini degil, olusumunu da katalizlediklerinin bilinmesine ragmen,

aralarinda farkliliklarin bulundugu bildirilmektedir (Gilham ve Lehner, 2005).

Esteraz ve lipazlar su ile etkilesebilen ylizey gruplarina sahip olmalarina karsin
substratlarinin suda ¢éziinme davraniglart agagida bu kisimda belirtildigi gibi goreli
olarak degiskendir. Bu olgu geregi, ozellikle lipazlar substratlarini su-lipit ara
yiizeyinde gerceklestirmekte olup, bu olgu ara-yizey (interfacial) aktivasyonu olarak
adlandirilmaktadir (Beisson ve ark., 2000). Ara-yuzey aktivasyonu sadece lipazlara
0zgu olup, lipazlan esterazlardan ayiran 6nemli bir 6zelliktir. Yapisal analizler ara-
yiizey aktivasyonunun lipazlarin aktif merkezini kaplayan hidrofobik bir domain olan
ve kapak bolgesi (lid region) olarak adlandirilan yapisal bir 6zellikten kaynaklandigini
goOstermistir (Sekil 1.2). Sadece hidrofobik organik ¢oziictide substrat olarak trigliserit
tarzindaki unsurlarin kapak bolgesinin agik konformasyonuna yol agtig1 ve substratin
katalizi i¢in aktif merkezi ulasilabilir kildig1 anlasilmaktadir (Jacger ve ark., 1999;
Sharma ve ark., 2001; Ramnath ve ark., 2017; Casas-Godoy ve ark., 2018)

Kapah (:\

Kapak

({

N t Acik

Sekil 1.2 Candida rugosa lipazi, mavi renkte agik yapisi, PDB 1CRL, ve gri renkte
kapal1 yapisi, PDB 1TRH (Casas-Godoy ve ark., 2018)
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Bu bilgilerden, esterazlar kisa zincir uzunluguna sahip ve suda ¢oziinme yetenekleri
goreli olarak fazla olan yag asitlerindeki ester baglarinin hidrolizini gergeklestirirken,
lipazlarin daha uzun zincir uzunluguna sahip ve suda ¢6ziinmekten ziyade emiilsiyon
formunda bulunan unsurlar1 kendisine substrat olarak kabul etmektedir. Yani lipaz
aktivitesi, derisimden ziyade substratin toplam alani ile alakali olup, kiimelesmis

bilesenler {izerinde sergilenmektedir (Fojan ve ark., 2000).

Lipazlar ve esterazlar serin proteazlar ile aymi Kkatalitik mekanizmay1
paylasmaktadirlar. Tiim katalitik siire¢ dort prosediirden olusur ve iki tedrahedral ara
bileseni igermektedir (Kraut, 1977; Ji ve ark., 2010). Gunumuzde esterazlarin (ve
lipazlarin) kataliz mekanizmast pH’m bir fonksiyonu olarak protein yiizey
elektrostatiginin hesaplanmasiyla aydinlatilmis olup, elektrostatik sapan modeli ( the
electrostatic catapult) olarak adlandirilmaktadir. Buna gore, substrat notral veya bazik
bir pH degerinde negatif bir potansiyel gosteren aktif merkez oluguna girer ve ester
baginin kirtlmasini takiben negatif yiik kazanan iiriin negatif yiiklii potansiyele sahip
aktif merkez tarafindan itilir (Petersen ve ark., 2001). Buna ait sekilsel bir sunum Sekil

1.3’te goriilebilir.

Elektrostatik Sapan

H "
\(( g g
.ﬁ
x Substratin Béliinmesi
© o
&) oH S
Serl 20
@ @ @ s.-nw@
Substrat, negatif potansiyel Negatif yiiklii iiriin negatif bir potansiyel
gosteren aktif bolge yangma girer gosteren aktif bélge yang tarafindan itilir

Sekil 1.3 Lipolitik enzimlerin ¢alismasi elektrostatik sapan modeli ile
aciklanmaktadir (Petersen ve ark., 2001)



1.3 Esterazlarmm Simiflandirilmasi

Esterazlarin siniflandirilmasi giiniimiizde hala kompleksligini korumaktadir. Enzim
siniflandirma komitesi tarafindan EC 3.1.1.1°den EC 3.1.1.98’e kadar siniflandirilmis
esteraz unsurundan enzim mevcuttur. Karboksil ester hidrolazlar ester baglarini alkol
ve karboksilik asitlere hidrolizini ger¢eklestirirler. Bunlardan karboksil ester hidrolaz
(EC 3.1.1.1), asetilkolinesterazlar (EC 3.1.1.7), buturilkolin esterazlar (EC 3.1.1.8),
aminoacil-tRNA hidrolazlar (EC 3.1.1.29) ve kokain esterazlar (EC 3.1.1.84) en fazla

arastirtlanlar arasindadir (Chen ve ark., 2016).

Bununla birlikte, ilk smiflandirma ¢aligmalarinin  Aldridge (1953) tarafindan
esterazlarin paraokson gibi organofosfat (OP) bilesenleriyle etkilesimine gore
yapildigr goriilmektedir. Bu siniflandirmaya gore, esteraz A (Est-A) organofosfat
bilesenlerini hidroliz etme yeteneginde, esteraz B (Est-B) bu bilesenler ile inhibe
olmakta, esteraz C (Est-C) ise organofosfatlarla etkilesmemektedir (Aldridge, 1953).
llerleyen siirecte 1978 yilinda enzim komisyonu esterazlar icin yeni bir smiflandirma
Onermistir. Buna gore, karboksil esterazlar (EC 3.1.1.1) aliesterazlar veya Est-B ya da
karboksil ester hidrolazlar olarak bilinip, tercihen alifatik molekiiller gibi acik zincirli
organik molekiller uzerinde etki gostermektedirler. Est-A yada paraoksonaz olarak
bilinen (EC 3.1.1.2) aril esterazlar tercihli olarak aromatik bilesenler {izerinde etki
gosterip, triester organofosfatlar1 hidroliz yetenekleri mevcuttur (Walker ve Mackness,

1983; Montella ve ark., 2012).

Gilinlimiizde zararli bocek populasyonlarimin kontrol altina alinmasinda insektisitler
yogun bir sekilde kullanilmakta olup bu olguya ilerleyen kisimlarda deginilmistir. Bu
baglamda, uygulanilan insektisitin inhibisyon kriterini kullanmak esterazlarin
siiflandirilmasinda giivenilir bir deneysel metod olarak goriinmektedir. Buna gore,
organofosfatlar, eserin siilfat ve siilfidril unsurlar sirasiyla karboksil esteraz,
kolinesteraz ve arilesteraz aktivitelerini inhibe etmektedirler. Esterazlarin dordiincii bir
siifl olan asetilesterazlar bu kimyasallar ile etkilenmemektedirler (Dahan-Moss ve

Koekemoer, 2016).
1.4 Esterazlarin Fonksiyonlari

Esterazlar, esterlerin asit yada alkole hidrolizini katalizini gercgeklestiren enzimler

olmakla birlikte (Bornscheuer, 2002), kimyasal denge sentez reaksiyonunun yonine



degistirildiginde sentez reaksiyonlarmi da katalizini gergeklestirebilmektedirler

(Stamatis ve ark., 1998; Lopes ve ark., 2011).

Giliniimiizde esterazlarin eksojen olarak organizmaya alinmis olan toksik bilesenlerin
detoksifikasyon stireglerinde etkili oldugu bilinmektedir (Satoh, 2005). Bu 6zellikleri
nedeniyle uygulama alani olarak, genis dizinde ksenobiyotik ve endobiyotik
degradasyonlar, biyokataliz ve ilag metabolizmasinda genis bir sekilde kullanima

sahiptirler (Sood ve ark., 2016).

Esterazlar optik olarak aktif bilesenlerin elde edilmesinde kullanilan enzimlerdir. Bu
sekilde elde edilen 6nemli bir bilesik steroid olmayan ve agri kesici 6zellige sahip olan
ve yaygin olarak sadece bir optik formu kullanimda olan naproksendir. Esterazlar
yiyecek endiistrisinde oOzellikle bircok mandira {iriiniiniin aroma kazanmasi ve
olgunlastirilmasi gibi siire¢lerde de siklikla kullanilan enzimlerdir. Bu enzimler in vivo
kosullarda oncii ilaglar1 (prodrug) aktive etmek suretiyle etkili anti kanser unsurlarini
tiretebilmeleri nedeniyle kanser gen terapisinde kullanilabilmektedirler. Plastik
depolimerizasyonu ve geri doniisiimii giiniimiiziin 6énemli problemlerinden birisini
teskil etmektedir. Bu baglamda 6zellikle mikrobiyal esterazlar, polilaktik asit gibi
bilesenlerin depolimerizasyonunda onemli roller oynadigi bildirilmistir (Sood ve ark.,

2016).
1.5 insektisit Direncinde Esterazlar

Toplum sagligini tehdit eden malarya, dang hummasi, ensefalitis, bati nil viriisii gibi
bircok etken sivrisinekler tarafindan bulastirllmaktadir. Bu nedenle kimyasal
insektisitlerin kullaniminin boceklerden kaynaklanan hastalik risklerini azalttig diinya
saglik organizasyonu (WHO) dahil bircok arastirmada bildirilmistir. Insektisit
kullanimina bagli olarak, giiniimiizde bir¢ok bdcek grubunda bu kimyasallara karsi
direng gelistigi gozlenmektedir (Hemingway ve Ranson, 2000; Hemingway ve Bates
2003; Nauen, 2007). insektisit direnci, zararl bocek tiiriiyle miicadele amaciyla, etiket
tavsiyelerine gore art arda uygulandiginda bir insektisitin bdcek populasyonun
hassasiyetindeki kalitilabilir bir degisim olarak adlandirilmaktadir (McCaffery ve
Nauen, 2006; Nauen, 2007). Baska bir ifadeyle, ayni insektisitin sik uygulanmasi,
genetik olarak sabitlenmis bir farklilik nedeniyle, tavsiye edilen oranlarda insektisit
kullanimina bagli olarak hayatta kalma yeteneginde olan bdcek bireylerin Gretilmesidir
(Nauen, 2007).



Sentetik veya dogal ksenobiyotiklerin etki mekanizmasina bakildiginda bu siirecten
sorumlu olan endojen faktorlerin sadece esterazlar ile smirli olmadiklar
anlasilmaktadir. Glutatyon-S-transferaz ve sitokrom P450 sisteminin enzimleri de bu
siireclerde onemli roller iistlenen enzimlerdir. Genetik cesitlilikleri, genis substrat
Ozgunlikleri ve katalitik ¢cok yonlulikleri nedeniyle sitokrom P450 ve sitokrom P450
reduktaz siteminin tiim insektisit siiflarindaki dirence yol agabilecegi bildirilmistir
(Li ve ark., 2007). insektisit direncinde gereksinilen diger dnemli bir metabolik enzim
grubu glutatyon-S-transferazlardir (GST). Bu enzimler organofosfat, organoklorin ve
piretroidlere kars1 dirence ara bulabilmektedirler. Ginimize kadar, gen gogaltimi ya
da asir1 ifadesi (overexpression) yoluyla insektisit direncinde rol alan 7 farkli GST geni
tanimlanmistir. Insektisit direncindeki Ggiincii grup metabolik enzim ise esterazlar
olup, siklikla organofosfatlar, karbamatlar ve piretroitlere karsi boceklerde dirence yol
actiklar1 belirlenmistir. Esterazlarin insektisit direncinin mekanizmasina bakildiginda
esteraz mutasyonlari, esteraz gen amplifikasyonlari, esteraz genlerinin upregulasyonu

gibi siireglere bagl olarak aciga ¢iktigi bildirilmektedir (Li ve ark., 2007).
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Sekil 1.4 Baz1 insektisit ve esteraz substratlarinin kimyasal yapilar: (Montella ve
ark., 2012)



1.6 Boceklerde Lipolitik Enzimler ile lgili Yapilan Cahsmalar

Nussbaumer ve ark. (2000) Juvenil hormon esterazinin Lymantria dispar (Cingene
Guvesi) hemolimfinden, afinite ve anyon degisim kromatografisiyle saflastirma ve
karakterizazyon ¢alismalarin1 karsilastirmislardir. Enzim afinite kromatografisi
kullanilarak % 95 verim ve 64 katlik bir saflagtirmayla elde edilirken, iyon degisim
yontemiyle verim ve saflagtirma katsayisi sirayla % 2 ve 44 kat olarak bulunmustur.
Her iki saflastirma yontemilerden elde edilen fraksiyon, SDS-PAGE jelinde yaklasik
50 kDa bant gostermistir. Izoelektrik fokuslama (IEF) jelleri, enzim aktivitesi
analizleri ile birlikte kullanilarak hem afinite kromatografisi hem de anyon degisim
kromatografisinden saflastirilan enzim igin ayni pl degerlerine (pH 5.1 ve 5.3) sahip

iki izoelektrik formu gosterdigi bulunmustur.

Haubruge ve ark. (2002) tarafindan malatyona direncli Tribolium castaneum
(Coleoptera: Tenebrionidae)’dan karboksilesteraz saflastirilmis ve karakterize
edilmistir. Tribolium castaneum’nun malatyona direngli susunun karboksilesterazi
duyarli susundan 44 kat daha yliksek aktiviteye sahip olup, bu iki susdan saflastirilan
enzimin yaklasik 62 kDa’luk benzer bir mol kitleye sahip oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte, izoelektrik fokuslama kullanilarak direngli ve duyarli boceklerden
elde edilen esterazin izoelektrik noktalar1 sirayla 7.3 ve 6.6 olarak bulunmustur. Her
iki populasyondan saflagtirilmig esteraz icin, malatyonun hidrolizi ve a-naftil asetat
icin farkli Km ve Vmax degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir. Kinetik analiz,
direngli bdceklerin esterazinin, malatyonu, duyarli boceklerden saflastirilmis
karboksilesterazdan daha hizli hidrolize ettigini ve bu enzimin, malatyon i¢in naftil

esterlerden daha fazla afiniteye sahip oldugunu gostermistir.

Zera ve ark. (2002) Gryllus assimilis L. (Orthoptera: Gryllidae)’den hemolenf jivenil
hormon esterazinin saflastirilmasina ve karakterize etmeye calismislardir. Juvenil
hormon esterazi (JHE) saflastirmasinda sirayla polietilen glikol (PEG) coktiurme,
DEAE iyon degisim kromatografisi, fenil superose kromatografisi ve mono Q iyon
degisim kromatografisi kullanmislar ve saflagtirma sonucunda verim % 33 elde
etmekle birlikte, saflastirma katsayisint 960 kat olarak bulmuslardir. Giimiis boyama
ile gerceklestirilen SDS-PAGE jeli ile enzime ait 52 kDa’luk tek bir bant tespit
etmislerdir. Jel filtrasyon ile bulunan enzim mol kiitlesi 98 kDa olduguna gore Gryllus
assimili’ten JHE nin, ayn1 veya benzer alt birimlerin dimer oldugunu bildirmislerdir.
Izoelektrik fokuslama kullanarak izoelektrik noktasi 4.7-4.9 arasinda degisen 4
8



izoform bulmuslardir. izoformlarin N-terminal amino asit dizileri (11-20 amino asit),
1-4 pozisyonlarinda birbirlerinden farkli oldugu i¢in izoformlarin ayni veya benzer

genlerin triinleri oldugunu rapor etmislerdir.

Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)’de insektisit direncinden sorumlu
faktorlerin belirlenmesi amaciyla Srinivas ve ark. (2004) tarafindan bir ¢alisma
yapilmigtir. Bu c¢alismada Helicoverpa armigera’nin larvalari bes insektisite
(sipermetrin, fenvalerat, endosulfan, monokrotofos ve quinalphos) karsi direng
acisindan test edilmistir. Larvalar, duyarli boceklerin % 99’unu éldirecek bir pestisit
dozu kullanilarak direngli suslarin hayatta kalma yiizdesi belirlenmistir. En yiiksek
mevsimsel ortalama hayatta kalma orani fenvalerat (% 65.0) ve ardindan sipermetrin
(% 62.4) tarafindan kaydedilmistir. Direngli larvalarin asetilkolinesterazi,
monokrotofos ve metil paraoksona kars1 daha az hassastir. Direngli larvalar duyarh
larvalara kiyasla daha yuksek esteraz, fosfataz ve metil paraokson hidrolaz aktiviteleri
gOstermistir. Yiiksek esteraz aktivitesinin varligi, Nativ-PAGE’de ekstra esteraz

bantlariin goriiniimii ile agiklanmistir.

Bir kinkanath tiirii olan Prionus insularis’in sindirim kanallarindan izole edilen
Burkholderia sp. HY-10"un hiicre dis1 bir lipaz1 karakterize edilmistir. Lipaz, kultir
stipernatanindan adsorpsiyon-desorpsiyon prosediri ile saflastirilmis ve saflagtirilan
enzimin SDS-PAGE teknigi ile 33.5 kDa mol kutlesine sahip oldugu bulunmustur.
Saflagtirilmis lipaz, pH 8.5 ve 60 °C’da en yiksek aktivite gostermistir. 4 ile 18
karbonlu p-nitrofenil esterler substratlari, lipaz tarafindan verimli bir sekilde hidrolize
edilmis ve en verimli substrat, p-nitrofenil kaproat (C6) oldugu tespit edilmistir (Park
ve ark., 2007).

Zibaee ve ark. (2008), Chilo suppressalis (Walker) (Lepidoptera, Pyralidae)’nin
larvalarmin orta bagirsak ve tukirik bezlerindeki lipaz ve invertaz enzimleri
aktivitesini arastirmiglardir. Buna QOre, orta bagirsak ve tlklrik bezlerinde
lipaz/invertaz aktiviteleri sirasiyla 0,49/0,27 ve 0,35/0,23 pmol (dk mg protein)™?
olarak bulunmus ve her iki enzim igin optimum pH ve sicaklik 10-11 ve 37-40 °C
olarak belirlenmistir. Enzimlerin aktivitelerinin, NaCl, KCI, MgCl,, SDS, dre ve
Artemisia annua’dan bitki 6ziitleri ilave edilerek azalttigini bulmuslardir. Tam tersine
enzim aktivitesinin CaCl> eklenerek arttigi tespit etmislerdir. Bu nedenle, bdcek

sindirim enzimlerinin karakterizasyonu, 06zellikle enzim aktivitesi Uzerindeki



inhibisyon etkilerinin incelenmesi, hasere kontrolii i¢in yeni stratejiler gelistirmede

faydali olabilecegini rapor etmislerdir.

Mateus ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada Nativ-PAGE yontemi
kullanilarak Drosophila tirlerinde esteraz izoenzimlerinin mol kitlelerinin
belirlenmesine yonelik bir c¢alisma gerceklestirilmistir. Buna gore, Drosophila
mojavensis ve D. arizonae tlrlerinden iki esterazin mol kitlelerinin bulunmasi igin
farkli ylizdelerdeki Nativ-poliakrilamid jel elektroforezi kullanilmis ve bu enzimlerin
(EST-4 ve EST-5) 81 ila 91 kDa arasindaki mol kiitlelere sahip olduklar1 bulunmustur.
Bu yoOntemin, saflastirma yapmaksizin esteraz enzimlerinin mol kitlelerinin

belirlenmesinde kullanisli olabilecegi rapor edilmistir.

Abd El-Latif ve Subrahmanyam (2010) Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae)’nin ii¢ susunda piretroid direnci ile esteraz aktivitesini incelemislerdir.
Deltametrin’e kars1 yiiksek derecede direng gosteren tarla suslarinin (Nagpur susu ve
Delhi susu) iigiincii ve besinci instar larvalari, duyarli bir labaratuvar susuna kiyasla
daha yuksek esteraz aktivitesine sahip oldugunu bulmuslardir. Nagpur susu ve Delhi
susunun tg¢iinci instar larvalarindaki direngli boceklerin sikligr sirasiyla % 29 ve % 23
olarak bulunurken, duyarli susta % 4 oldugunu tespit etmislerdir. Besinci instar
larvalarinda ise, Delhi susu ve Nagpur susunda sirasiyla % 63 ve % 90’lik bir frekans
dagilimma sahipken, duyarli susta bireylerin sadece % 14’Unlin yiksek esteraz
aktivitesine sahip oldugunu bulmuslardir. H. armigera’da piretroid direncinde

esterazin rol oynadigini rapor etmislerdir.

Min ve ark. (2011) yaptiklart ¢alismada asetilkolinesterazin (AChE, EC3.1.1.7)
Pardosa astrigera (L. Koch) (Araneae: Lycosidae)’nin bazi dokularindan
saflagtirrlmasina ve kismi karakterizasyonunun belirlenmesine odaklanmaislardir.
AChE’1n saflastirmasinda, tuz ¢oktlirme, DEAE-52 iyon degisim kromatografisi ve
Superdex 200 jel filtrasyon kromatografisi kullanmiglar ve saflastirma Kkatsayisi
229.60 kat ve verim % 13.88 olarak bulmuslardir. Saflagtirilmis AChE i¢in, 30 °C, pH
7.5 ve 700 umol L't ATChI kullanildiginda en yiiksek aktiviteyi gozlemlemislerdir.
SDS-PAGE teknigiyle mol kitlesi 66.35 kDa olan tek bir bant goriilmiistiir. Bununla
birlikte, Nativ-PAGE jel elektroforezi yontemiyle ii¢ bant bulmuslar ve AChE’1n (g
formunun var oldugunu tespit etmislerdir. Hem homojenat hem de saflastiriimis AChE
icin metomil, foksim, beta sipermetrin ve klorpirifos kullanarak 1C50 hesaplamislar ve

saflastirilmig AChE’1n homojenattan daha duyarli oldugunu rapor etmislerdir.
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Low ve ark. (2013), Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae)’deki potansiyel
insektisit direncindeki olasi biyokimyasal mekanizmalarmi Karakterize etmeye
calismiglardir. Bu c¢alisma ile, Malezya’nin 14 bdlgesinden toplanan Culex
quinquefasciatus, farkli insektisit kullanarak insektisit direncini degerlendirmislerdir.
Enzim aktiviteleri aragtirilmak suretiyle onti¢ populasyonda o esteraz bantlarini yogun
bir sekilde bulurken, oniki populasyonda ise  esteraz bandinin daha yogun bir sekilde
ifade edildigini bildirmislerdir. Dokuz populasyonda ise, karisik fonksiyonlu oksidaz

ve glutatyon-S-transferaz seviyelerinin ylkseldigini tespit etmislerdir.

Lipid metabolizmasinda ve organofosfat (OP) bocek  Oldiiriiciilerinin
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan bdcek karboksilesterazlar1 (aE7) yapist ve
islevi hakkinda bir ¢aligma yapilmistir. Bu ¢caligmada Avustralya koyun sinegi Lucilia
cuprina (Diptera: Calliphoridae)’nin o Esteraz7 geni, Escherichia coli’de klonlanip,
gen lrlniiniin asir1 ifadesi gergeklestirilmistir. Kristal yapi, OP’lerin birincil hedef
olan asetilkolinesteraza gok benzeyen bir o/B-hidrolaz (fold) katin1 ve benzersiz bir N-
terminal a-sarmalint gostermistir. LcaE7 kristallerinin OP’lere sokulmasi, LcaE7’nin
fosforile edilmis haliyle kristalografik bir gortintusiiniin yakalanmasina yol agmis ve
LcaE7 asetilkolinesteraz ile karsilastirmaya ve bocekleri OP’lerin etkilerine karsi
koruma kabiliyetinin rasyonellestirilmesine olanak saglamistir. LcaE7 aktif
bolgesinnin incelenmesiyle, yag asidi metil esterlerine uygun olan asimetrik ve
hidrofobik bir substrat baglanma boslugu oldugu rapor edilmistir (Jackson ve ark.,
2013).

Murthy ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Hindistan’daki farkli
sehirlerden toplanan Cotesia vestalis (Haliday) (Hymenoptera: Braconidae)’nin
Uzerine Ug¢ insektisit Spinosad % 45 SC, Indoxacarb % 14.5 SC ve Novoluron % 10
EC bocek direnci agisindan degerlendirilmis ve esteraz enzim motifleri belirlenmistir.
Haydarabad kaynakli boceklerin diger sehirlerden toplanan boceklere gore Uc¢
insektisite karsi daha direngli olduklartyla birlikte, Delhi’den toplanan bécek
populasyonunun ¢alismadaki tim insektisitlere karsi duyarli olduklari tespit edilmistir.
Haydarabad, Pune, Tirupathi ve Varanasi’den toplanan direngli parazitoidin
populasyonlarinda artmis karboksil esteraz aktivitesi gézlenmistir. Nativ-PAGE
yontemi ile ve a-naftil asetat boyama kullanilarak Cotesia vestalis’in cesitli

populasyonlarinda karboksilesteraz bantlar1 tespit edilmistir. Buna bagli olarak,
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detoksifiye edici enzimlerin aktivitesinin, populasyonlardaki degisiklikler ve direnc

derecesi sorumlu oldugu rapor edilmistir.

Ectomyelois ceratoniae (Lepidoptera: Pyralidae) orta bagirsakta lipaz enziminin
saflagtirmasina ve Kkarakterize edilmesine dair bir c¢alisma gergeklestirilmistir.
Saflastirma isleminde amonyum sulfat ¢coktirme, Sefakryl G-100 kromatografisi ve
dietil amino etil (DEAE)-seliiloz kromatografisi kullanilarak 0.4 U (mg protein)™*’lik
spesifik aktivite, % 29.62 verim, 28.57 kat saflastirma ve 25 kDa mol ktlesine sahip
olan bir enzim preparati elde edilmistir. Saflastirilmis lipaz, pH 7’de ve 30 °C’da en
yiiksek aktiviteyi gostermistir. Enzimin, 30 °C’da 3 saat boyunca stabil oldugu tespit
edilmigtir.  Saflastirilmis  lipazin  olast inhibisyonunu bulmak i¢in farkli
konsantrasyonlarda fenil metil stlfonil florir (PMSF) ve etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) kullanilmistir. Farkli EDTA konsantrasyonlarinin inhibitor etkisi olmadigi,
ancak artirilan PMSF (fenil metil stilfonil florur) konsantrasyonun lipazin aktivitesini
Oonemli Ol¢iide azalttig1 goriilmistiir. Uzun zincirli doymamis yag asitleri temel diyet
bilesenleri oldugundan, sindirim lipazlarinin inhibisyonunun, boceklerin biiytimesinde
ve gelisiminde ciddi bir azalmaya neden olabilecegi rapor edilmistir. Bu nedenle,
bocek sindirim lipazlarinin  biyokimyasal —06zelliklerinin  ve inhibisyonunun
incelenmesi, bitki 1slah programlarinda biitiinlesik hasere yonetiminin bir bileseni

olarak gerekli oldugu bildirilmistir (Ranjbar ve ark., 2015).

Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae)’de malatyon
detoksifikasyonundan sorumlu olan bir o-esteraz geni (fonksiyonel) karakterize
edilmeye calisilmistir. Bu ¢alismada, organofosfat insektisitin diren¢ mekanizmalarini
incelemek i¢in malatyon’a kars1 21 kat daha yiiksek direngli bir B. dorsalis malatyon-
duyarsiz susu kullanilmistir. Bu g¢alismada, malatyon-duyarsiz susunda malatyon
direncinin toksik olmayan karboksilesteraz (CarE) inhibitéri olan trifenil fosfat (TPP)
ile birlikte malatyon tedavisinden sonra 8 kat daha etkili bir sekilde bastirildigi
bulunmustur. Elde edilen sonuglar, B. dorsalis’te malatyon diren¢ mekanizmalarinin,
karboksilesterazlar ile yakindan iliskili oldugunu gii¢lii bir sekilde gostermektedir.
Molekiiler ¢aligmalar ayrica, B. dorsalis’te malatyon direncinin gelistirilmesinde gen
upregulasyonu ile islev gorebilecek dnceden karakterize edilmemis bir a-esteraz geni
olan BdCarE2’yi tanimlamis. BdCarE2’nin transkript seviyeleri ayrica malatyon-

duyarsiz ve B. dorsalis’in bir malatyon-duyarli susu arasinda da karsilastirildi ve
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malatyon-duyarsiz susunda anlamli olarak daha fazla bulunmustur (Wang ve ark.,
2016).

Yapilan bagka bir ¢alismada, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae)’den
izole edilen bagirsak mikroflorasinin gesitliligini belirlemeye, esteraz aktivitesini
6lcmeye ve indoxacarb’in bozulmasindaki muhtemel roliinii agiklamaya g¢aligmistir.
Larvalardan (n = 13) ve eriskinlerden (n = 12) bocek bireyinden 25 bakteri izolat1 elde
edilmistir. 19 adet bagirsak bakteriyel izolatindan esteraz aktivitesi, 0.072 ila 2.32
pmol (dk mg protein)® arasinda bildirilmistir. Nativ-PAGE yontemi kullanilarak,
bulunan dort farkli esterazdan ii¢ tanesi, inhibitor olarak profenofos kullaniimak
suretiyle karboksilesteraz olarak tanimlanmistir. Minimal medya ¢alismas1 Bacillus
cereus’un indoxacarb’1 % 20’ye kadar degrade edebilecegini gostermis ve bdylece
B.cereus’un indoxacarb’t metabolizma ve biiyiime igin kullanabilecegi tespit
edilmistir. BoOcek esterazlarimin  yan1 sira, bakteriyel karboksilesteraz, P.
xylostella’daki insektisitlerin degrade edilemsinde yardimci olabilecegi rapor

edilmistir (Ramya ve ark., 2016).

Dahan-Moss ve Koekemoer (2016) tarafindan yapilan bir calismada yetiskin
Anopheles funestus (Diptera: Culicidae)’in yasam siiresi boyunca farkli yaslarda
esteraz aktivite duzeylerini analiz edilmistir. Labaratuvarda kolonize edilen A. funestus
yetiskinleri ekosyondan sonraki 2 saat ila 30 giin arasinda yaslandiklar: ve yabanil A.
funestus yetiskinleri ekosyondan 2 saat ila 15 giin sonra yaslandiklari ¢aligmanin
materyali olarak kullanilmis ve izoenzim elektroforezi (IEE) jellerinin densitometri
analizi ile esteraz aktiviteleri Ol¢ilmiistir. Dokuz esteraz IEE profili, hem
laboratuvarda yetistirilmis hem de yabanil A. funestus yetigkinlerinde bulunmus ve
esterazlar, aktivite inhibisyonlarina gore organofosfatlar, eserine stlfat ve sulfiril
reaktifleri ile asetil esterazlara, arilesterazlara, karboksilerazlara ve asetilkolinesteraza
siniflandirilmigtir. Bu ¢alismadaki 6nemli sonuglardan birisi olarak, bazi spesifik
esterazlarin aktivite seviyesinin oOncelikle yas ve/veya cinsiyetten etkilendigini
bildirilmistir.

Shin ve Smartt (2016) tarafindan yapilan bir galismada, insektisit direncinin gelisimini
daha iyi anlamak igin tarla sivrisineklerinde (Culex nigripalpus)’ta bocek ilact
direncinde bulunan Temsha est-1 (TE-1) geninin ekspresyon seviyesi test edilmistir.
TE-1’in ekspresyon seviyesinin organofosfat insektisite maruz kalma sikligina bagl

olarak degistigi bulunmustur. TE-1 ¢cDNA’sinin tamamen sekanslanmis ve diger
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sivrisinek tirlerinin B esteraz genleri ile % 96’ya kadar niikleotit sekans 6zdesligi
bulunmustur. TE-1’in  tolerans/diren¢ olusumunun bir gostergesi olarak
kullanabilecegi ve en hassas olan bocek populasyonlarina insektisitin hedefe yonelik
uygulanmasina imkan vererek sivrisinek kontrol ¢abalarini biiyiik 6l¢iide artirabilecegi

rapor edilmistir.

Dai ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir caligmada ¢in beyaz cam bdcegi
(Dendroctonus armandi)’den karboksilesteraz genleri izole edilmeye ve bunlarin
terpenoidlerine karsi tespkisi bulunmaya ¢alisilmistir. Bu ¢alismada D. armandi’nin
sekiz yeni karboksilesteraz geni belirlenmis ve elde edilen tam uzunlukta amino asit
dizileri Uzerinde biyoinformatik analiz yapilmistir. Karboksilesteraz genlerinin
transkripsiyon seviyeleri, ev sahibi agaglar (host trees) tarafindan salinan
terpenoidlerinin detoksifikasyonunda ilgili oldugunu gdstermistir. Bcegin esterazinin
fonksiyonlariin, esas olarak konukgunun kimyasal savunmasini zayiflatmakta ve
konukgu segimi ve kolonizasyonu sirasinda koku veren molekiillerin parcalanmasinda

rol oynamakta oldugu bildirilmistir.

Diplolepis fructuum (Ribsaamen, 1895) ekonomik énem arz eden Rosaceae bitki
tirlerinin zararlhlariin en 6nemlileri arasinda yer almaktadir. Tiirlin biyokimyast ile
ilgili literattrde bir bilgi birikimi bulunmamakla birlikte, gelisim evrelerindeki yag
asidi bilesimi ile ilgili sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (Akpinar ve ark., 2017).
Ozellikle, boceklerde esteraz gen mutasyonlari ya da esteraz genlerinin asir1 ifadesi
gibi nedenlerden dolayr aymi insektisitin art arda uygulamalariyla bdcek
populasyonlarinda bu insektisite karsi diren¢ gelismektedir. Organizmadaki asil
fonksiyonunun eksojen olarak alinan yag tiirlinden ya da hiicresel olarak sentezlenen
yag tarzindaki bilesenlerin doniisiimiiniin katalizlenmesi gibi goriinen esterazlarin,
Dubey ve ark. (2000)’de belirttigi gibi asil substratlarinin tam olarak bilinmemekle
birlikte, eksojen olarak karsilasilan ve suda c¢oziinmeyen ya da zayif ¢oziiniirliige
sahip, yag benzeri ester bilesenlerini de substrat olarak kabul ettikleri goriilmektedir.
Bu olgunun, karasal yasama en iyi uyum yapan organizmalar olmakla meshur olan
insekta grubunun iiyelerine bir avantaj daha kazandirdig1 yadsinmaz bir gergektir. Bu
nedenlerden dolayi, mevcut yiiksek lisans tez ¢alismasinda, D. fructuum’un larval

evresinde ifade edilen bir esterolitik fraksiyonun saflagtirilmasi amaglanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1 Kullamlan Kimyasallar

Tez c¢alismasinda kullanilan kimyasallar, N,N,N’ N’-tetrametiletilendiaimin
(TEMED, CsHi1sN>), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA, C10H16N2Og), a-naftil asetat
(0-NA, C12H1002), Fast Blue RR Salt (C1sH14CIN303-0.5ZnCl»), 1,4-ditiyotreitol
(DTT, C4Hi002S.), Bradford Reagent, Tris (hidroksimetil) aminometan (Tris,
CsH11NOgz), glisin (C2HsNOz), 4-nitrofenil asetat (p-NPA,CgH7NOs), 4-nitrofenil
bitirat (p-NPB, C10H11NQs), 4-nitrofenil dekanoat (p-NPD, C16H23NO4), 4-nitrofenil
palmitat (p-NPP, C22H3sNO4), sigir serum albiimini (BSA), amonyum persulfat (APS,
(NH34)2S20g), D-Mannitol (CsH140e¢), izoproponal (CsHgO), asetonitril (C2HsN),
aseton (C3Hs0), hidroklorik asit (HCI), asetik asit (CH3COOH), formaldehit (CH20)
kimyasallar1 Sigma ticari marka elde edilmistir. Akrilamid (C3HsNO), bis-akrilamid
(C7H10N202), sodyum dodesil silfat (SDS, NaCi2H25SO04), Bromophenol mavisi
(C19H10Br40sS), giimiis nitrat (AgNOs), sodyum tiyosilfat (Na2S203), sodyum
karbonat (Na,COs3), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa), di-potasyum hidrojen
fosfat (K:HPO4), 2-merkaptoetanol (C2HsOS), metanol (CH4O), etanol (C2HsOH)
kimyasallar1 ise Merck ticari marka olarak elde edilmistir. Arastirmada kullanilan

kimyasallarin hepsi molekiiler biyolojik saflikta kullanilmistir.
2.2 Kullanilan Cozeltiler

Yapilan galigma boyunca kullanilan tim kimyasal ¢ozeltiler ve igerikleri asagida

gosterilmistir.

1. Homojenat Tamponu: 50 mM Tris-HCI pH: 7.40 (5 mM (0.9108 g L) D-
Mannitol, 1 mM (0.292 g L™Y) EDTA, 1 mM (0.154 g L) DTT katkal1)

2. Kolon Denge Tamponu 1: 20 mM Tris-HCI pH: 7.80 (Q Sefaroz iyon degisim
kromatografisi ve Sefakril S100-HR jel filtrasyon kromatogrtafisi kolon
dengelenmesinde kullanilan tampon)

3. Kolon Denge Tamponu 2: 20 mM Tris-HCI pH: 7.80 (100 mM Amonyum siilfat
katkill) (Fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi kolon
dengelenmesinde kullanilan tampon)

4. Aktivite Tamponu: 50 mM Tris-HCI pH: 8.0 (% 4 Etanol katkali)

5. Elektoforez Aktivite Tamponu: 50 mM Tris-HCI pH: 8.3

6. Akrilamid/bis-akrilamid ¢ozeltisi (29.2 g + 0.8 g)
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7. 4X Ayirict Jel: 1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)

8. 4XYikleme Jeli: 0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8)

9. 5X Tank Tamponu: 0.125 M Tris, 0.96 M Glisin (pH: 8.3) (nativ-PAGE
uygulamasi igin)

10. 5X Tank Tamponu: 0.125 M Tris, 0.96 M Glisin (pH: 8.3) (0.1 % SDS katkl1)
(SDS-PAGE uygulmast igin)

11. Substrat Cozeltisi: 50 mM p-NPB (p-nitrofenil bltiratin saf asetonitrilde
¢cozlnmesi saglanmistir)

12. Organik Cozuculer: Aseton, izopropanol, asetonitril, metanol, etanol
2.3 Kullanmilan Cihazlar

Hesas Terazi (Axis AGN220C)

Homojenizator (Janke & Kunkel Ultra-Turrax T 25)

Ultrasantrifiij (Sanyo MSE MS 60)

Santriftj (Sigma 6k15)

Vorteks (Velp Scientifica)

Manyetik karistiricilt 1sitic1 (Jeio Tech)

pH metre (SevenCompact pH/lon S220)

Peristaltik pompa (J.P. SELECTA, s.a.)

Sicaklik ayarlamali su banyosu (Grant LTD 60)

UV-Vis Spektrofotometre (Thermo Scientific Evolution 201)

Protein elektroforezi (Consort EV202)

2.4 Deney Materyalinin (Diplolepis fructuum Larva Ornekleri) Saglanmasi

Bu calismada Diplolepis fructuum larvalar1 kullamlmistir. Ornekler Sivas (Tirkiye)
ilindeki farkli yorelerde dagilmis olan Rosa canina (kusburnu) bitkisi iizerindeki
gallerden toplanmistir. R. canina galleri, Giiriin, Sarkisla, Gemerek, Kangal, Divrigi,
Zara, Susehri ve Koyulhisar gibi farkli yerlerden toplanmistir. Gal O6rnekleri
laboratuvara tasinmis ve D. fructuum’un larvalarini, embriyolojik biiyiime
asamalarinin ardigik formasyon sirasmna gore elde etmek icin kullanilmistir.
Embriyolojik gelisim siirecine gore elde edilen D. fructuum’un larvalarinin deney

maddesi olarak kullanilmasi i¢in -20 °C’da bir dondurucuda depo edilmistir.
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2.5 D. fructuum Larvasi Esteraz Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

3 g kiitle olacak sekilde hassas terazi yardimiyla tartilan D. fructuum larva 6rneklerinin
tizerine soguk olarak 15 mL pH 7.4, 50 mM Tris-HCI (5 mM D-Mannitol, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT) homojenat tamponu eklenmistir. Janke & Kunkel markali
homojenizatérde 22.000 devir dk! hizda buz ile homojenat ortammi sogutmak
kaydiyla 5 dakika stiresince homojenize edilmistir. Ornek 10.000xg’de 4 °C’da ve 15
dakika siiresince santrifiij edilerek siipernatant kismi elde edilmistir. Ornegin yeteri
derecede homojenizasyonunu saglayabilmek amaciyla santrifiijleme sonucu elde
edilen dipteki tortu kismina tekrar 15 mL homojenat tamponu ilave edilmis ve 22,000
devir dk! hizda 4-5 dakika siiresince homojenize islemi tekrar gerceklestirilmistir. Bu
fraksiyon tekrar santrifiij edilerek elde edilen siipernatant kisimlari birlestirilerek, 31
mL hacime sahip D. fructuum larva ham doku homojenati elde edilmistir.
Kromatografik islemler esnasinda 6rnegi uygulayabilmek icin MWCO (Molecular
Weight Cut Off) degeri 10 kDa olan ultrafiltratér yardimiyla santrifiijlenerek
konsantre edilmistir. Bu islemi takiben, hem {ist s1tvi hem de filtratoriin alt kisminda

kalan filtratta enzim aktivitesi arastirilmistir.
2.6 Kromatografik islemler

D. fructuum larval esteraz enzimini saflastirmak tizere 3 farkli kolon kromatografik
yontemi kullanilmistir. Sirast ile ilk 6nce Q Sefaroz (anyon degisim kromatografisi),
ikinci saflastirma basamaginda fenil sefaroz CL-4B (hidrofobik etkilesim
kromatograifisi) ve en son saflastirma basamagi olarak sefakril S100-HR (jel

filtrasyon kromatografisi) kullanilmustir.
2.6.1 Q Sefaroz anyon degisim kromatografisi

Saflagtirmanin birinci agsamasinda anyon degisim teknigi kullanilmis ve bunun i¢in
ticari olarak saglanan ve % 20’lik etanol igerisinde dogrudan kullanima hazir bulunan
Q sefaroz kolon dolgu maddesi kullanilmistir. Bu siispansiyondan alinarak 1x20
cm’lik kolona 20 mL’lik ¢dkelek elde edilecek sekilde doldurulmustur. Ik énce kolon
su ile yikanarak etanol uzaklastirilmis ve daha sonra pH 7.8, 20 mM Tris-HCI tamponu
ile yikanarak dengelenmistir. Kolon dengelendikten sonra drnek kolona uygulanmis
ve kolona tutulmayan seriler toplanmak tzere pH 7.8, 20 mM Tris-HCI tamponuyla
yikanmustir. Peristaltik pompa kullanilarak, eliisyon serileri 3 mL dk? akis hizinda

olacak sekilde 4’er mL halinde tiiplerde toplanmistir. Kolona baglanan proteinlerin
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elde edilmesi igin, 20 mM Tris-HCI tamponu kullanilarak (100-1000 mM) NaCl iceren

tuz serileri hazirlanmis ve kolondan gegirilmistir.

Toplanan tiiplerin 280 nm’deki absorbanslarina ve 405 nm’de enzim aktivitesine
bakilmistir. Esteraz aktivitesi gosteren fraksiyonlarin protein miktar1 Bradford
yontemi ile degerlendirilmis ve spesifik aktivite hesaplanmistir. Yiiksek spesifik
aktivite gosteren fraksiyonlar bir araya toplanmis ve bir sonraki kromatografide

kullanilmak tizere -20 °C’da muhafaza edilmistir.
2.6.2 Fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi

D. fructuum larval esterazinin saflastirilmasi isleminin ikinci adimi olarak hidrofobik
etkilesim kromatografisi uygulanmis ve bu maksatla durgun faz olarak fenil sefaroz
CL-4B kullanilmistir. Bunun i¢in % 20’lik etanol i¢erisinde kullanima hazir saglanan
fenil sefaroz kolon dolgu maddesinden alinarak yine 1x20 cm’lik kolona
doldurulmustur. Kolondan distile su gegirilerek etanol uzaklastirilmigtir. Kolonun
dengelenmesi i¢in 100 mM amonyum sulfat katkili pH 7.8 kolon denge tamponu
kullanilmistir. Bir 6nceki saflastirma kolonundan alinan yiiksek aktiviteli fraksiyonun
kolona uygulanmasini takiben, kolon 40 mL ayni tampon kullanilarak kolona
baglanmayan fraksiyonlar1 elde etmek i¢in yikanmistir. Kolona baglanmis olan
fraksiyonlarin elde edilmesi i¢in kolon dncelikle 40 mL amonyum sulfat icermeyen
kolon denge tamponu ile yikanmistir. Daha sonra ise kolon 40’ar mL % 10, % 20, %
50 izopropanol konsntrasyonuna sahip kolon denge tamponu ile yikanarak kolona
baglanmis protein fraksiyonlari elde edilmistir. Peristaltik pompa kullanilarak kolunun
akis hiz1 2 mL dk? olacak sekilde ayarlanmis ve eliisyonlar 4’er mL olacak sekilde

tlplere toplanmustir.

Toplanan eliisyonlarin protein miktart belirlemek amaciyla 280 nm’de absorbansi
bakilirken, esteraz enzim aktivitesi arastirilmak tiizere 405 nm’de aktivitesi
arastiritlmigtir. Aktivite gosteren tiipler i¢in bradford yontemi kullanilarak protein
miktari belirlenmis ve spesifik aktivite bulunmustur. Yiiksek spesifik aktivite gosteren

fraksiyonlar toplanarak bir sonraki saflastirma adimi i¢in saklanmustir.
2.6.3 Sefakril S100-HR jel filtrasyon kromatografisi

Bu calismanin son saflagtirma asamasinda jel filtrasyon teknigi kullanilmistir. Bu
amagcla 1x30 cm’lik kolona % 20’lik etanol igerisinde tedarik edilen Sefakril S100-
HR’den alinarak kolona doldurulmustur. Daha sonra pH 7.8, 20 mM Tris-HCI
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tamponu ile kolon dengelenmistir. Bir onceki fenil sefaroz CL-4B kolonundan
toplanan ve yiksek esteraz aktivitesine sahip olan fraksiyonlar hacminin azaltmasi i¢in
ornekler ultrafiltrator yardimiylal mL’lik hacime kadar konsatre edilmis ve 6rnek
Sefakril S 100-HR kolonuna uygulanmistir. Daha sonra pH 7.8, 20 mM Tris-HCI
tamponu ile kolon yikanmak suretiyle 2.5 mL hacimde olacak sekilde tiiplere
toplanmistir. Kolon 280 nm’de absorbans sifira yaklasana kadar kolon denge

tamponuyla yikanmstir.

Elde edilen tiipler i¢in hem 280 nm’de protein miktar1 hem de esterolitik aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Aktivite gosteren tiipler birlestirilmis ve elektroforez ve Kkinetik analiz

calismalarinda kullanilmak igin -20 °C’da saklanmustir.
2.7 Esteraz Enzim Aktivitesi Olciilmesi

Esteraz aktivitesi Bulow ve Mosbach (1987) tarafindan gelistirilen yontem
kullanilarak tayin edilmistir. Enzim aktivitesi, p-nitrofenil bitirat (p-NPB) substrat
olarak kullanilarak 405 nm dalga boyunda kore kars1 3 dakika boyunca takip edilerek

arastirilmistir.

Aktivite tamponu olarak pH 8.0, 50 mM Tris-HC1 ve % 4 etanol katkili tampon
kullanilirken substrat olarak 50 mM p-NPB saf asetonitrildeki ¢ozelti kullanilmustir.
Ornek tiipii 1 mL olacak sekilde 970 pL aktivite tamponu, 20 puL substrat ve 10 pL
ornek’ten (ya homojenat ya da kolon Ornekleri) alinarak kuvartz kiivete eklenerek
hazirlanirken, kor tlpu icin 980 pL aktivite tamponuna 20 pL substrat ilave edilerek
hazirlanmistir (Tablo 2.1). Enzim aktivitesi 30 °C’da 6l¢iilmiis ve 1s1 inkiibatorii olarak
sicaklik ayarlamali Grant LTD 60 markali su banyosu kullanilmistir. Spektrofotometre
olarak Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible cihazi kullanilmistir. Bir enzim
tinitesi 1 dakika icerisinde reaksiyon kosullari altinda p-NPB’1n p-NP’e doniisiimiinii

katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
. . .. V
Unite aktivite = o AA/At  (umol (mL dk) ™)

Spesifik aktivite = 4

.AA/At (U (mg protein) )
€.A.V.Cprotein

V; toplam hacim

&; molar absorpsiyon katsayis1 (11500 M cm™)

d; 1s1n yolu (1 cm)
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v; kullanilan 6rnek hacmi

¢; protein derisimi (mg mL™)

Tablo 2.1 Enzim aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Tepkime Bilesenleri Kor tiipii (pl) Ornek tiipii (ul)
Aktivite Tamponu 980 970

Substrat (p-NPB) 20 20

Enzim Cozeltisi - 10

Toplam tepkime hacmi 1000 1000

2.8 Protein Miktar1 Ol¢iimleri

Protein miktarini belirlemek igin kromatografik ¢alismalardan toplanan eliiatlerin 280
nm’de absorbansi arastirilmistir. Hem kolondan toplanan ve yuksek aktivite gosteren
tdpler icin hem de homojenat igin protein miktari tayin edilmek tizere Bradford protein
metodu esasli olan ve Bollag ve ark. (1996) tarafindan gelistirilen yOntem
uygulanmistir. Bunun i¢in Coomassie Brilliant Blue G-250 igeren ve kullanima hazir
haldeki Bradford Reagent boya olarak kullanilmistir. Standart Protein ¢ozeltisi
hazirlamak igin 1 mg mL? derisimdeki sigir serum albiimini (BSA) cozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra 9 adet ependorf tiipii alinarak tiiplere sirasiyla 0.0, 2.5, 5.0,
7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 20.0, 30.0 pL 1 mg mL*? derisimindeki BSA c¢ozeltisinden
konulmustur. Homojenat ve kolon ornekleri igin farkli hacimde alinarak yeni
epandorflara eklenmistir. Her tiip iceriginin hacmi distile su ile 100 pL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra 1 mL kullanima hazir bulunan Bradford Reagent tim
tiiplere ilave edilmis ve vorteks ile karistirma islemi yapilmistir. 20 dakika karanlikta

beklendikten sonra kore karsi absorbans degerleri 595 nm’de okunmustur.

Protein miktari standart Serilerin absorbans degerlerine karsi kullanilarak gizilen BSA
standart egri grafiginden faydalanilmis ve orneklerin absorbans degerleri alinarak

protein miktarlar1 belirlenmistir.
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Tablo 2.2 Protein miktari tayininde kullanilan standart ¢ozeltilerin igerigi

BSA (1 mg mL™?) Distile su Bradford-Reagent
(ML) (ML) (uL)
0 100 1000
2.5 97.5 1000
5 95 1000
7.5 92.5 1000
10 90 1000
125 87.5 1000
15 85 1000
20 80 1000
30 70 1000

2.9 D. fructuum Larval Esterazi Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Saflastirilan esteraza sicakligin etkisi arastiriimak tizere 7 farkl sicaklik degerinde (4,
10, 20, 30, 40, 60 °C) standart aktivite 6l¢iim metodu kullanilmistir. Bu amag i¢in, saf
ornekten 10 pL alinarak 970 pL aktivite tamponu (50 mM Tris-HCI pH: 8) igeren
epandorflara eklenmis ve her bir ilgili sicaklikta 15 dakika siiresince inkiibe edilmistir.
Sure bitikten sonra epandorflarin igerigi kuvartz kiivete alinmis ve 50 mM p-NPB
cozeltisinden 20 uL ilave edilerek aktivitesine bakilmis ve her bir sicaklik igin {i¢
tekrar olacak sekilde aktivite degerleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar

kullanilarak aktivite-sicaklik grafigi ¢izilmistir.
2.10 D. fructuum Larval Esterazi Optimum pH’in Belirlenmesi

Saflagtirilan esteraz aktivitesine pH’in etkisinin degerlendirilmesi i¢in 7 farkli pH
degerinde (5.77, 6, 6.5, 6.9, 8, 9, 10.8) standart aktivite 6l¢iim metodu kullanilmustir.
Bu amagla pH’s1 (5.77 — 6.9) aralig1 ve pH’s1 (8 - 10.8) araliginda sirasiyla 50 mM
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fosfat tamponu ve 50 mM Tris-HCI tamponu kullanilmistir. Bunun igin 10 pL
saflagtirilan enzim alinarak ve her bir pH noktasi i¢in 15 dakika 30 °C’da inkiibe
edilmistir. Daha sonra 20 puL 50 mM p-NPB substrat eklenip enzim aktivitesi
Ol¢tilmiistiir. Her bir pH noktasi i¢in ti¢ tekrar yapilmis ve elde edilen aktivite degerleri

kullanilarak aktivite-pH grafigi olusturulmustur.

2.11 D. fructuum Larval Esterazi Uzerine Substrat (p-NPB) Konsantrasyonun
Etkisi

D. fructuum larval esterazinin Vmax Ve Km parametrelerini hesaplamak amaciyla 8
farkli p-NPB (0.025-1.25 mM) derisimi ve aktivite tamponu (50 mM Tris-HCI pH: 8)
kullanilarak 30 °C’da enzim aktivite degerleri elde edilmistir. Elde edilen sonuclar
Linweaver-Burk grafigi haline getirilmis ve enzimin Vmax ve Km degerleri

belirlenmistir. Tiim 6l¢timler {ig tekrarli olacak sekilde yerine getirilmistir.
2.12 D. fructuum Larval Esteraz1 Uzerine Substrat Zincir Uzunlugunun Etkisi

Farkli zincir uzunluklarina sahip olan substratlar p-NPA (4-Nitrophenyl asetat,
CsH7NO4), p-NPB (4-Nitrophenyl bitirat, Ci0H1:NOs), p-NPD (4-Nitrophenyl
dekanoat, C16H23NOa), p-NPP (4-Nitrophenyl palmitat, C22HzsNOs) kullanilarak D.
fructuum larval esteraze substrat zinciri uzunlugunun aktiviteye olan etkisi
belirlenmistir. Bunun i¢in substrat degistirilerek enzim aktivite tayininde kullanilan

yontem (30 °C, pH: 8) uygulanmis ve bitun 6lglimler tg¢ kez tekrar edilmistir.
2.13 D. fructuum Larval Esterazimin Termal Karaliginin Belirlenmesi

D. fructuum larvasindan saflastirilan esterazin termal kararliliginin belirlenmesi igin
maksimum aktivite gosterdigi sicaklikta (40 °C) 0.5, 1, 2, 3, 4 saat siresince inkiibe
edilmistir. Bu amagla 10 pL saf enzim ve 970 pL aktivite tamponu (50 mM Tris-HCI
pH: 8) ependorflara eklenerek bekletilmistir. Her bir siire igin ii¢ deney yapilmis ve
sire bittikten sonra ttiplere 50 mM p-NPB substratindan 20 uL ilave edilerek esteraz

aktivite degerleri elde edilmistir.
2.14 Elektroforetik Calismalar

Elektroforetik calismalar Nativ-PAGE ve SDS-PAGE olmak iizere iki kisimda yerine
getirilmistir. Esteraz enzim aktivitesinin incelenmesi igin denatiire olmayan yani nativ-
poliakrilamid jel elektroforez (Native-PAGE) yontemi kullanilirken, saflastirilan

Ornegin igeriginde bulunan tiim proteinleri belirleyebilmek amaciyla denatlire Sodyum
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Dodesil Sulfat-Poliakrilamid jel elektroferez (SDS-PAGE) yontemi kullanilmustir. ki
yontemde kullanilan tiim c¢ozeltilerin igerigi ve hazirlama yontemi asagida

belirletilmistir.
2.14.1 Cozeltiler
2.14.1.1 % 30 Akrilamid/bis-akrilamid cozeltisi

29.2 g akrilamid ve 0.8 g bis-akrilamid alinarak distile su ile ¢dzdiiriilmiis ve 100

mL’ye tamamlanmustir.
2.14.1.2  4X Ayirma jeli tamponu (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8)

18.15 g Tris alinarak distile su ile ¢ozdiiriilmiis ve konsantre HCI kullanilarak pH’s1

8.8’e ayarlanmistir. Tampon hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
2.14.1.3 % 10 SDS ¢ozeltisi

5 g SDS alinarak distile su ile 50 mL’ye tamamlanmis ve ¢6ziilmesi saglanmigtir.
2.14.1.4 % 10 Amonyum persulfat (APS)

5 mL distile su igerisinde 0.5 g APS c¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Bu ¢0zeltinin

kullanilmadan once taze olarak hazirlanmasina dikkat edilmistir.
2.14.1.5 SDS icermeyen 5X tank tamponu

15 g Tris, 72 g glisin tartilarak distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. Konsentre HCI ile pH’s1
8.3’te ayarlanmis ve distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. (Kullanilmadan 6nce 5 Kat

seyreltilmistir.)
2.14.1.6 % 1 SDS katkih 5X tank tamponu

Bu ¢ozelti hazirlanmak igin 15 g Tris, 72 g glisin 950 mL distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir.
10 g SDS Cozeltiye ekledikten sonra pH’s1 8.3’ ayarlanmis ve distile su ile hacmi

1000 mL’ye tamamlanmagtir.
2.14.1.7  Ornek uygulama tamponu

Bir falkona 4 mL % 10’luk SDS ¢ozeltisi, 2 mL gliserol, 2.5 mL 1.5 M Tris-HCI
tamponu (pH 6.8) ve 1 mL B-merkaptoetanol alinarak iistiine 0,01 g Bromophenol
mavisi eklenmis ve 1yice karistirllmistir. Cozeltiye distile su ilave edilerek hacmi 10

mL’ye tamamlanmugtir.
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2.14.2 Giimiis boyama

SDS-PAGE jeli boyama isleminde saflastirilan 6rnek igerisinde bulunan protein
bantlarinin belirlenmesi amaciyla coomasie brilliant blue R250 ile ¢alismalar
yapilmakla birlikte giimiis boyama tekniginin daha duyarli olmasi nedeniyle giimiis
boyama yontemi esas olarak kullanilmistir. Bu yontemde kullanilan ¢ozeltilerin tiimii

asagida belirtildigi gibi hazirlanmigtir.
2.14.2.1 Fiksatif ¢cozeltisi

50 mL metanol, 12 mL asetik asit ve 0.5 mL % 37’lik formaldehit aliarak distile su

ile hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.
2.14.2.2  On uygulama ¢ozeltisi

0.2 g Sodyum tiyosulfat (Na2S203) tartildiktan sonra distile su ile ¢oziinmesi saglanmis
ve hacmi 1 L’ye tamamlanmigtir. Boyama islemi gergeklestirilirken taze olarak

hazirlanmstir.
2.14.2.3  Giimiis nitrat (2 g L) ¢ozeltisi

Jel boya ¢ozeltisinin hazirlanmasit i¢in 2 g giimiis nitrat (AgNO3) distile su ile
¢ozdiiriilmiis ve hacmi 0.75 mL % 37’lik formaldehit eklenerek 1 L’ye
tamamlanmistir. Taze olmasimmi saglamak amaciyla kullanilmadan 6nce

hazirlanmasina dikkat edilmistir.
2.14.2.4  Gelistirme ¢ozeltisi

60 g sodyum karbonat (Na.CQOz) tartilarak distile su ile ¢dzdiiriilmustiir. Elde edilen
cozeltiye 20 mL 6n uygulama ¢o6zeltisi ve 0.5 mL % 37°1ik formaldehit ilave edilerek

hacmi 1 L’ye tamamlanmaistir.
2.14.3 Nativ-Poliakrilamid Jel (Native-PAGE) uygulamisi

Jelin hazirlanmast i¢in elektroforez camlar1 6nce distile su ile iyice temizlenmis sonra
alkol ile silinmistir. Elektroforez plakalari alkol ile silindikten sonra elektroforez
sistemine yerlestirilmis ve % 10’luk ayrict jel dokilmistir. 30 mL ayrict jel
hazirlamak i¢in temiz erlene 11.9 mL distile su, 10.0 mL % 30 akrilamid/bis-akrilamid
cozeltisi, 7.5 mL 4X ayirma jeli tamponu ve 0.3 mL % 10 APS ¢ozeltisi alinarak iyice
karistirtlmistir.  Elde edilen ¢ozelti dokiilmeden hemen oOnce polimerlesmesini

saglanmak icin 12 uL. TEMED eklenerek hizlica karistirilmis ve damlalik kullanilarak
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elektroforez camlari arasinda dokiilmiistiir. Kuyucuklar olusturmak amaciyla dokiilen
jelin lizerine tarak konulmus ve hava kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterilmistir. Jel
polimerlesmesinin tamamlanmasi ve tamamen jelin donmasi i¢in beklenmistir. Jel
dondukten sonra tarak dikkatlice ¢ikarilmis ve elektroforez tinitesine yerlestirilmistir.
200 mL 5X tank tamponu (SDS igermeyen) alinarak distile su ile seyreltilmis ve
elektroforez tankina dokulmiistiir. Sonra mikroinjektdr kullanilarak markir yiiklenmis
daha sonrasinda hem homojenat hem de kolondan elde edilen 6rnekler esit protein
miktarlarinda olacak sekilde ile kuyucuklara yliklenmistir. Tankin kapagini kapatilmis
ve gli¢ kaynagina baglanarak ornekler 300 V, 100 mA elektrik akiminda 1 saat 20
dakika yiriitilmistiir. Markir izlenerek markir jelden ¢ikmasina 0.3 cm kaldiginda
elektrik akimi durdurulmustur. Jel elektroforez plakalar arasindan dikkatlice alinmis
ve uygun bir kaba konularak tzerine pH 8.3, 50 mM Tris-HCI elektroforez aktivite
tamponu ve 1 mL asetonda ¢oziindiiriilen 40 mg a-naftil asetat substrat olarak ilave
edilmistir. Jel substrat ile iyice karistirildiktan sonra 180 mg fast blue RR salt alinip
100 mL elektroforez aktivite tamponu ile ¢ozdiiriilmiis ve jelin igerigi kaba ilave
edilmistir. Olusan aktivite bantlar1 belirlendikten sonra sabitlenmesi igin jele fiksatif
cozeltisi (% 40 metanol, % 60 asetik asit) eklenerek 20 dakika bekletilmistir.
Fiksasyon isleminden sonra jelin fazla boyasi ¢ikarmak iizere destain ¢ozeltisi (80 mL
distile, 8 mL metanol, 12 mL asitik asit) jele eklenerek bekletilmistir. Markir
yardimiyla esteraz enziminin Rf degeri belirlenerek mol kutlesi hesaplanmaya

calisilmistir.

2.14.4 Denature Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-
PAGE) uygulanisi

SDS-PAGE deneyleri Temizkan ve Arda (1999)’a gore gergeklestirilmistir. Bunun
icin SDS igeren % 10’luk jel ¢cdzeltisi hazirlanmig ve hava kabarciginin kalmamasina
dikkat edilerek temiz elektroforez camlarinin arasina doldurulmustur. Daha sonra
tarak yerlestirilmis ve jelin katilagmas1 beklenmistir. Markir yiliklemesini takiben, hem
homojenat hem de kolon eluatlarindan esit miktarda protein olacak sekilde farkl
miktarlarda ornekler ependorflara eklenmis ve istiine 5 pL. 6rnek uygulama tamponu
ilave edilerek vortekslenmistir. Ornekler denatiire edilmesi i¢in sicak su banyosunda
inkiibe edilmis ve taragin ¢ikarilmasinda olusturulan kuyucuklara ytiklenmistir. SDS
katkili 5X tank tamponundan 200 mL alinarak distile su ile seyreltilmis ve elektroforez

aparatina dokiilmiistiir. Gii¢ kaynagi vasitasiyla jel 300 V, 100 mA elektrik akiminda
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1 saat 20 dakika suresince yiiritiilmiistiir. Elektroforez isleminden sonra camlar
arasindan ¢ikarilan jel kaba alinmig ve jelin fikse edilmesi amaciyla formaldehit iceren
fiksatif cozeltisinde (% 50 metanol, % 12 asetikasit, % 0,5 formaldehit) 20 dakika
karistirilarak inkiibe edilmistir. 20 dakika bitikten sonra fiksatif ¢ozeltisi dokiilmiis ve
jel % 50 etanol ile 3 defa 5 dakika olacak sekilde yikanmustir. Jel etanol ile yikandiktan
sonra On uygulama islemi gergeklestirilmistir. Bunun icin jelin tzerine 0.2 g L™
sodyum tiyosilfat cozeltisi eklenerek 1 dakika calkalanmistir. On uygulama
isleminden sonra jel 20 saniye distile su ile yikanmis ve bu islem ii¢ kez tekrar
edilmistir. Gimiis nitrat ¢6zeltisi ile 10 dakika ¢alkalanarak muamele edilmistir. Daha
sonra boya ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve jel 20’ser saniye 3 defa olacak sekilde iyice
distile su ile yitkanmistir. Bant olusturmak i¢in jele 200 mL gelistirme ¢ozeltisi (60 g
L sodyum karbonat, 0.004 g L sodyum tiyosiilfat) ilave edilerek bantlar olusana
kadar galkalanmistir. Bant olusumundan hemen sonra ve hi¢ beklemeden sodyum
karbonat dokiilerek jele bol distile su ile 2 dakika 2 kez yitkanmigtir. Daha sonra boya
giderme c¢ozeltisi (% 50 metanol, % 12 asetikasit) jele dokiilmiis ve 10 dakika

karistirtlmistir. Siire bitince jel % 50 metanol ile yikama yapilmistir.
2.15 Istatiksel Analiz

Calismada elde edilen tiim verilerin istatistiki degerlendirilmesinde “SPSS 22.0 for
Windows” programi kullanilmistir. Yapilan tiim tekrarlar i¢in ortalamalar1 ve standart
hatast hesaplanmig ve Multiple Range Test’i kullanilarak elde edilen ortalamalar

arasindaki fark 0.05 olasilik diizeyinde degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Homojenat Ile Tigili Sonuclar

Bu c¢alismada Sivas ilindeki farkli bolgelerden toplanan Diplolepis fructuum’un
larvalari, esteraz enziminin saflastirilmast amaciyla deney materyali olarak
kullanilmistir. Yapilan santrifiijleme islemlerinde en yiliksek aktivitenin slipernatant
kisminda oldugu belirlenmistir. Materyal ve metot kisminda bahsedildigi {izere, ilk
santrifiijlemeyi takiben elde edilen tortu kisminda bulunan aktiviteyi kaybetmemek
amaciyla tekrar santrifiijleme yapilarak yine elde edilen siipernant kisimlari
birlestirilmistir. Homojenat aktivitesi 1.32 umol (mL dk)* bulunurken protein miktar
5.374 mg mL? olarak olgulmiistiir. Homojenat hacmi 31 mL bulunduguna gore,
toplam protein miktar1 ve toplam aktivite sirastyla 166.61 mg ve 40.93 umol dk*
olarak bulunmustur. Spesifik aktivite ise 0.246 U (mg protein)™* olarak hesaplanmis ve

bu adimda saflastirma katsayisi 1 ve verim % 100 olarak alinmigtir.
3.2 D. fructuum Larval Esterazinin Saflastiriimasi

Saflagtirma isleminde ii¢ farkli kolon kromatografisi yontemi kullanilmistir. D.
fructuum larval esterazinin kromatografik saflastirma adimlarina ait veriler Tablo

3.1°de 6zetlenmistir.
3.21  Q sefaroz iyon degisim kromatografisi saflastirma Sonuglari

Santriflij islemin sonucunda elde edilen siipernatant alinmis ve konsantre edilerek
kolon denge tamponu ile dengelenmis olan Q sefaroz kolonuna 3 mL dk* akis hizinda
kolona uygulanmis ve 4’er mL olacak sekilde tiiplerde toplanmistir. Ornek, kolona
tutulmayan protein fraksiyonlarinin toplamak amaciyla pH 7.8, 20 mM Tris-HCI kolon
denge tamponu ile yikanarak 9 tiipte toplanmistir. Bu basamakta 3 ile 9 numaral
tiiplerin bulundugu fraksiyonu kapsayan tiplerde protein igeren ancak esteraz
aktivitesinden yoksun bir fraksiyon bulunmustur. Kolona baglanmis olan
fraksiyonlarin elde edilmesi igin artan derisimde NaCl konsantrasyonu iceren kolon
denge tamponu serileri kullanilmistir. 100 mM NaCl yikamasi sonrasinda 10-18 nolu
tlpler arasinda yine aktiviteden yoksun olan bir protein fraksiyonuna rastlanmistir. 200
mM NaCl yikama sonucunda 19 ile 28. tiipler arasindaki fraksiyonda esteraz
aktivitesinin varlig1 belirlenmistir. 21 ve 27 numarali tiiplerde aktivite degerleri diisiik
bulunurken aktivitenin daha ¢ok 22 ile 26. tupler arasinda yogunlastigi belirlenmistir.

400 mM NacCl katkili tampon ile yikama sonucunda 31 ve 38 numarali tiiplerin
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arasinda bir bagka protein piki tanimlanmis ve 32 ve 33. tliplerde ¢ok az esteraz
aktivitesinin var oldugu tespit edilmistir. Son olarak, 1000 mM NaCl iceren kolon
denge tamponu yikamasiyla 40 ve 50 nolu tiipler arasinda gergeklestirilmis olup, 42
ile 45 numarali tiipler arasinda yine aktiviteden yoksun bir protein pikinin varlig1 tespit
edilmigtir. Q sefaroz kromatografisi ile ilgili sonuglart kullanilarak gizilen
kromatograma ait Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu kromatografik yéntem sonucunda
dort protein piki ve birisinin yogun aktiviteyi igerdigi bir digerinin ise 6nemsiz bir
aktiviteye sahip olan iki aktivite pikinin varlig1 belirlenmistir. YUksek aktiviteye sahip
olan (22,23,24,25 ve 26) nolu fraksiyonlar bir araya toplanarak sonraki saflagtirma

adiminda kullanilmak tizere -20 °C’da muhafaza edilmistir.

Q sefaroz iyon degisim kromatografisi sonucunda elde edilen saflastirma
parametrelerinin 14.74 mg toplam protein, 24.89 pmol dk* toplam aktivite, 1.450 U
(mg protein)™ spesifik aktivite olarak hesaplanmistir. Saflastirma katsayis1 ve verim

sirasiyla 5.90 kat ve % 60.81 olarak hesaplanmustir.
3.2.2  Fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kolonu ile saflastirma sonuglar:

Q sefaroz iyon degisim kromatografisinin sonucunda aktivite iceren tuplerdeki
ornekler birlestirilerek materyal ve metod bdliimiinde anlatildigi gibi 100 mM
amonyum siilfat katkili kolon denge tamponu ile dengelenmis olan fenil sefaroz CL-
4B hidrofobik etkilesim kolonuna uygulanmistir. 2 mL dk™ akis hizinda &rnekler 4’er
mL olacak sekilde toplanmistir. 280 nm’de protein miktar: ve 405 nm’de aktivite
degerleri belirlenmistir. Bu kromatografik adimda elde edilen veriler Sekil 3.2°de
ozetlenmistir. Ik olarak 100 mM amonyum siilfat katkili kolon denge tamponu
uygulamasiyla birlikte 4 ve 8 numarali tiiplerin arasinda kalan kisimda protein
absorbansinin yliksek oldugu ancak aktivite icermeyen bir protein piki belirlenmistir.
Amonyum sulfat icermeyen kolon denge tamponu ile yikama ile 11 ile 20 numaral
tiipler toplanmig ve bu aralikta esteraz enzim aktivitesi gosteren bir protein piki
gelmistir. 21-29 nolu tlplerin toplanmasinda % 10 izopropanol katkili kolon denge
tamponu ile yikama islemi gergeklestirilmis ve 25 ile 27 arasindaki tiiplerde bir protein
piki tespit edilmistir ve aktiviteden yoksundur. Daha sonra izopropanol oran1 % 20 ve
% 50 olarak artirilarak kolon yikama islemleri gercgeklestirildiginde aktiviteye
rastlanmamakla birlikte, sadece % 50 izopropanol yikmasinda 46 ve 49. tlpler
arasinda kayda deger bir protein pikinin varligi izlenmistir. Bradford yontemi ile
bulunan protein miktar1 kullanilarak spesifik aktivite hesaplanmis, yuksek spesifik
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aktivite gosteren tupler 12 mL hacim olarak (15,16,17) birlestirilmis ve bir sonraki

kromatografik adima kadar -20 °C’da saklanmustir.

Bu saflastirma basamagi sonucunda toplam aktivite 6.31 umol dk, toplam protein
miktar1 3.72 mg mL?, spesifik aktivite 1.697 U (mg protein)™ olarak belirlenirken,

saflagtirma katsayisi 6.91, verim ise % 15.42 olarak hesaplanmuistir.
3.2.3  Sefakril S100-HR jel filtrasyon kolonu ile saflastirma sonugclari

Materyal ve metod kisminda anlatildig: gibi fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim
kolonundan elde edilen érnekler konsantre edilip Sefakril S100-HR jel filtrasyon
kolonuna uygulanmistir. Kolon 20 mM Tris-HCl ile 1 mL.dk? akis hizinda yikanarak
kolondan ¢ikan ornekler 2.5°er mL olacak sekilde 57 tlipe toplanmis ve daha dnceki
gerceklestirilmis olan kolon kromatografisi uygulamalarinda oldugu gibi tim tuplerin
protein miktar1 (280 nm) ve esteraz aktivitesi (405 nm) belirlenmistir. Bu
kromatografik yaklasim sonucunda Sekil 3.3’ten izlenebilecegi gibi, sadece bir protein
pikinin (ilk 5 tiipe kadar olan kisimda) oldugu belirlenmis ve en yiiksek aktivite

gosteren 4 numarali tiip kinetik analizlerin belirlenmesinde kullanilmistir.

Jel filtrasyon kromatografisi yoluyla D. fructuum larvasindan toplam protein
miktarmin 0.52 mg ve toplam aktivitenin 3.60 umol dk™ ve 6.949 U (mg protein)™
spesifik aktiviteye sahip bir enzim fraksiyonu saflatiriimistir. Bu saflastirma adiminin

saflagtirma katsayisi ve verimi ise sirasiyla 28.30 kat ve % 8.80 olarak hesaplanmustir.
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Tablo 3.1 D. fructuum bocek esterazi saflastirma basamaklar”

Basamak Y Hacim Y. Protein X Aktivite Spesifik Aktivite  Saflastirma  Verim
(mL) (mg) (umol dk1) (U (mg protein)?) (Kat) (%)
Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H
Homojenat 31 166.61 +£0.28 40.93+1.03 0.246 + 0.06 1.00 100.00
Q Sefaroz 20 14.74 + 2.42 24.89 + 0.63 1.450 + 0.04 5.90 60.81
Fenil Sefaroz CL-4B 12 3.72+0.75 6.31+0.13 1.697 + 0.04 6.91 15.42
Sefakril S 100-HR 2.5 0.52 +0.03 3.60 +0.04 6.94 £ 0.08 28.30 8.80

“: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ort. + S.H. = Ortalama + Standart Hata
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Sekil 3.3 D. fructuum larval esterazinin sefakril S100-HR jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen aktivite ve protein miktarlarini
gOsteren kromatogram
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3.3 D. fuructuum Larval Esteraza Optimum Sicakhigin Belirlenmesi ile Tlgili

Bulgular

Saflastirilan esteraz iizerine sicakligin etkisinin incelenmesi ve optimum sicakligin
tayin edilmesi amaciyla 4 °C ile 60 °C arasindaki sicaklik degerlerinde 15 dakika
inkiibasyona maruz birakilan 6rneklerin esteraz aktivite degerleri belirlenmistir. Elde
edilen veriler Tablo 3.2’de verilmek ile birlikte, Sekil 3.4 ve 3.5’te sirastyla spesifik
aktivite-sicaklik ve goreli aktivite-sicaklik diyagramlari seklinde sunulmustur. Elde
edilen verilerden aktivite 4 ve 10 °C arasinda istatistiksel olarak bir fark yoktur ve
goreli aktivite sirasiyla % 29.89 ve % 32.74 olarak hesaplanmistir. Sicaklik 20 °C’a
artirldiginda aktivite yiikselmeye baslamis ve spesifik aktivite 3.232 U (mg protein)?
olarak tespit edilirken, goreli aktivite % 47.44 olarak hesaplanmustir. 30 °C’da aktivite
artmaya devam etmis ve % 75.80 goreli aktivite bulunurken, D. fructuum larval
esterazi icin belirlenen 6.814 U (mg protein)? spesifik aktivite degeri en yilksek
aktivite olup, optimum sicakligin 40 °C oldugu belirlenmistir. Aktivite degerleri 40
°C’dan sonra azalmaya baglamis ve 50 °C’da aktivitenin neredeyse yarisinin yitirildigi
gozlenmistir ve goreli aktiviteden % 52 kalmustir. 60 °C’da ise goreli aktivite % 0.27

olarak bulunmus olup, aktivite yoktur.

Tablo 3.2 D. fructuum larval esterazi iizerine farkl sicaklik degerlerinin etkisi”

Sicakhik Unite Aktivite Spesifik Aktivite Goreli Aktivite
(°C) (umol (mL dk)?) (U (mg protein)?!) (%)
Ort+S.H. Ort+ S.H
4 0.422 +0.03? 2.037 £0.1282 29.89
10 0.462 + 0.06? 2.23 1+ 0.0242 32.74
20 0.670 + 0.20° 3.232+0.133° 47.44
30 1.070 £ 0.38° 5.165 +0.182° 75.80
40 1.412 +0.035¢ 6.814 + 0.170¢ 100.00
50 0.741+0.11° 3.577 + 0.548" 52.49
60 0.004 £ 0.04° 0.018 £ 0.018° 0.27

“: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ort + S.H.: Ortalama + Standart Hata.
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Sekil 3.5 Sicakligin D. fructuum larval esteraz aktivitesi tizerine goreli etkisi
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3.4 D.fructuum Larval Esterazi Optimum pH’n Belirlenmesi ile Tlgili Bulgular

Saflastirilan 6rnek farkli pH degerlerinde inkiibe edilmek suretiyle esteraz aktivite
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 3.3, Sekil 3.6 ve 3.7°de
sergilenmektedir. Bulgulara gore; pH 5.77 ve 6.05 noktalarda esteraz aktivitesinin cok
az ve istatistiksel olarak aralarindaki farkin 6nemsiz oldugu goériilmektedir. pH’in
6.5e ¢ikmasini takiben aktivite yilkselmis ve spesifik aktivite 1.007 U (mg protein)*
bulunurken, pH 6.9’da aktivite 2 kat artarak, % 32.36’lik bir goreli aktivite ylizdesine
sahiptir. pH 8’de de aktivitede belli bir artis goriilmiis ve % 89.09’lik bir goreli aktivite
hesaplanmustir. D. fructuum larval esterazinin en yiiksek aktivite degeri (6.197 U (mg
protein)™?) pH 9°da oldugu belirlenmis ve optimum pH degeri olarak tespit edilmistir.
Larval esterazin pH 10.8’de optimum aktivitenin % 19.71’ine sahip olmasi 6nemli

bulgular arasindadir.

Tablo 3.3 D. fructuum larval esterazi iizerine farkli pH degerlerinin etkisi”

Tampon pH  Unite Aktivite Spesifik Aktivite Goreli
(umol (mL dk)?) (U (mg protein)!)  Aktivite (%)
Ort + S.H. Ort + S.H.
KH2PO4-K;HPOs 5.77 0.017 + 0.008? 0.084 + 0.040° 1.35
6.05 0.077 +0.005 0.373 £ 0.025° 6.02
6.5 0.209 +0.003" 1.007 + 0.016" 16.25
6.9 0.415+0.004° 2.005 + 0.0190° 32.36
Tris-HCI 8 1.144 + 0.025¢ 5.521 +0.122¢ 89.09
9  1.284+0.008° 6.197 + 0.040° 100.00
10.8 0.253 + 0.069° 1.222 +0.331° 19.71

“: Her veri {i¢ tekrari ortalamasidir. Ort + S.H.: Ortalama + Standart Hata.
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Sekil 3.7 pH’in D. fructuum larval esteraz aktivitesi tizerine goreli etkisi
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3.5 D. fructuum Larval Esterazi Uzerine Substrat (p-NPB) Derisimin Etkisi Tle
flgili Bulgular

Larval esterazin kinetik parametrelerin belirlenmesinde 0.025 mM ile 1.25 mM p-NPB
substrat derisimlerinin araliginda aktivite degerleri ti¢ tekrarli olarak belirlenmistir.
Gergeklestirilmis Olglimlerden substrat derisimi 0.025 mM’dan ile 0.05 mM’a
cikarildiginda aktivitenin degeri 0.591 pmol (mL dk)™’den 0.861 pmol (mL dk)*’ye
arttig1 gozlenmistir. Tablo 3.4’te gosterildigi gibi, 0.2 mM ile 0.75 mM araligindaki
derisimlerde substrat miktarinin artmasiyla birlikte aktivitede de artiglar goriilmiistiir.
Larval esteraz 0.75 mM ile 1.25 mM p-NPB uygulamalarinin oldugu substrat
degerlerin maksimum hiza ulasarak sabit bir hizda seyretmis ve bu araliklarda yapilan
aktivite denemelerine ait hizlar istatistiki agidan onemsizdir. Elde edilen bulgular
kullanilarak ¢izilen Linweaver-Burk grafiginden Vmax Ve Km degerleri sirastyla 1.41

pumol (mL dk)™ ve 0.035 mM olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.4 D. fructuum larval esterazi iizerine substrat (p-NPB) derisimin etkisi~

[S] (mM) V (umol (mL dk)?)  1/[V] 1/[S]
Ort+S.H.
0.025 0.591 + 0.020° 1.6912 40.00
0.05 0.861 +0.011° 1.1616 20.00
0.2 1.079 + 0.031° 0.9266 5.00
0.3 1.313 + 0.028¢ 0.7616 3.33
0.5 1.351 + 0.013¢ 0.7403 2.00
0.75 1.445 +0.175¢ 0.6921 1.33
1 1.429 +0.029¢ 0.6998 1.00
1.25 1.443 +0.097¢ 0.6928 0.80

“: Her veri {i¢ tekrari ortalamasidir. Ort + S.H.: Ortalama + Standart Hata.
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3.6 D. fructuum Larval Esterazi Uzerine Substrat Zincir Uzunlugunun Etkisi

fle Tlgili Bulgular

Materyal ve metod bdliimiinde agiklandigi gibi bu asamada farkli karbon zincir
uzunluguna sahip olan 4 farkli substrat kullanilmistir. Substratlar zincir uzunlugu
kisadan uzuna dogru sirasiyla p-NPA (2 C), p-NPB (4 C), p-NPD (10 C), p-NPP (16
C) kullanilarak enzim aktiviteleri 6l¢iilmiis ve tiim deneyler {i¢ defa tekrarlanmistir.
Elde edilen sonuclarin ortamalar1 hesaplanmis ve Tablo 3.5 ve Sekil 3.10’da
Ozetlenmistir. p-NPB substrat: ile esteraz enzimi en yiksek aktivite gosterirken, p-
NPA ile esteraz enziminin % 51.86 goreli aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis ve
0.593 pmol (mL dk)? aktivite elde edilmistir. p-NPD ve p-NPP susbtratlariyla elde
edilen aktivitelerin oldukca diisiik ve sirastyla 0.057 ve 0.009 pmol (mL dk)™*’lik

aktiviteler ile temsil edildikleri belirlenmistir.

Tablo 3.5 D. fructuum larval esterazi iizerine substrat zincir uzunlugunun etkisi”

Substrat Unite Spesifik Gorel
Aktivite Aktivite Aktivite

(umol (mL dk)?) (U (mg protein)?) (%)

Ort+S.H. Ort+S.H.
p-NPA (4-Nitrofenil asetat) 0.593 + 0.016% 2.863 £ 0.079° 51.86
p-NPB (4-Nitrofenil bitirat) 1.144 +0.025° 5.521 + 0.122" 100.00
p-NPD (4-Nitrofenil dekanoat) 0.057 + 0.005° 0.273 £0.021° 4.94
p-NPP (4-Nitrofenil palmitat) ~ 0.009 £ 0.006° 0.042 + 0.029° 0.76

“: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ort + S.H.: Ortalama + Standart Hata.
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Sekil 3.10 D. fructuum larval esterazi iizerine substrat zincir uzunlugunun etkisi

3.7 D. fructuum Larval Esterazimin Termal Karahg ile Tlgili Bulgular

D. fructuum larvasindan saflastirilan esteraz, optimum sicaklikta (40 °C) degisken
siirelerde inkiibe edilerek aktivitesi degerlendirilmistir (Tablo 3.6). Termal kararlilik
denemelerine baslamadan 6nce enzimin aktivitesi ol¢lilmiis ve spesifik aktivitesinin
4.614 U (mg protein)™? oldugu belirlenmistir. Diger denemelerde elde edilen aktivite
degerleri buna gore kiyaslanmistir. Enzim yarim saat 40 °C’da inkiibe edildiginde
neredeyse hig aktivite kaybina ugramamisken, bir saat sonrasinda yaklasik % 7 aktivite

kayb1 goriilmiistir. Dort saatlik inkiibasyon sonucunda enzimin % 87.53’liik

aktivitesinin korundugu bulunmustur (Sekil 3.11).
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Tablo 3.6 D. fructuum larval esterazinin termal karalig1~

Inkiibasyon siiresi  Unite Aktivite Spesifik aktivite  Goreli Aktivite

(saat) (umol (mL dk)?) (U (mg protein)?!) (%)
Ort+S.H Ort+S.H

0 0.955+0.007%  4.614 +0.035° 100.00
0,5 0.948 + 0.006*  4.579 +0.029° 99.24
1 0.884 + 0.010° 4.271 + 0.049° 92.56
2 0.910 +£0.003®®  4.396 + 0.016% 95.28
3 0.845 + 0.045° 4,082 +0.217° 88.47
4 0.836 + 0.005" 4.039 + 0.021° 87.53

“: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ort + S.H.: Ortalama + Standart Hata.

100.0
80.0

60.0

Goreli Aktivite
(%)

40.0

20.0

0.0
0 1 2 3 4

Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 3.11 D. fructuum larval esterazinin termal kararlilik grafigi
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3.8 D. fructuum Larval Esterazzmn Elektroforetik Calsmalar ile Tlgili
Bulgular

Saflastirma isleminin ne kadar basarili oldugunun belirlenmesi amaciyla Nativ-PAGE
ve SDS-PAGE calismalar1t materyal ve metot kisminda belirtildigi sekilde yerine

getirilmistir.

Nativ-PAGE teknigi kullanilarak homojenat dahil tim saflastirma serilerinde sadece
bir protein bandinin esteraz aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir. Saflastirilan
esterazin mol kutlesi belirlenmesinde mol kiitleleri bilenen markir (Blue Plus 1V)
standart olarak kullanilmistir. Markir jele yiiklenmis ve elektroforetik islemin sonunda
8 bant olmak iizere gézlenmistir. Bantlara ait mol kitleleri sirasiyla 180, 140, 100, 80,
60, 45, 35, 25 kDa oldugu, ticari olarak elde edilen markirin kullanim kilavuzunda
belirtilmektedir (Sekil 3.12). Tum jel boyu 7.1 cm olarak tespit edilmis ve markir
bantlarin yiirime mesafesi 6l¢tlerek her bir mol kiitleli markir bandina ait Rr degerleri
hesaplanmistir (Tablo 3.7). Markirdaki proteinlerin mol kitleleri ve bunlara ait Ry
degerleri kullanilarak Rs-mol Kkutlesi ve Rs-logio (Mol Kiitlesi) grafikleri gizilerek
sirastyla Sekil 3.13 ve 3.14°te gosterilmistir. Esteraz bandinin yirime mesafesi 3.1 cm
bulunurken Rf degeri 0.479, yaklasik mol kutlesi ise 62 kDa olarak hesaplanmustir.
Aktivite bandinin yerini markir kullanarak belirledikten sonra, ayni jel, bant sayisin
takip etmek igin coomassie ve giimiis boyama ile de boyanmis ve yaklasik 80-100
kDa’luk markir bantlarindan 80 kDa, daha yakin bir mol kitleye sahip ancak

aktiviteden yoksun kontaminant bir protein bandinin varlig: tespit edilmistir.

Bu ¢aligmalarin tiimii, Nativ-PAGE c¢aligsmalari i¢in belirtilen kosullar altinda denature
SDS-PAGE calismalar1 ile tekrarlanmis ve SDS-PAGE islemin sonunda giimiis
boyama gerceklestirilmistir. Sekil 3.15°te goriildiigii gibi, homojenatta yogun protein
bantlar1 tespit edilirken, saf 6rnekte sadece iki protein band1 goriintiilenmis ve Nativ-
PAGE islemlerinden bu iki banttan yaklasik 60-62 kDa’luk protein bandinin esteraz
enzimi oldugu tespit edilmistir. Ikinci bant ise kontaminant bir proteine aittir ve
markira kiyasla mol kiitlesi 80 kDa’ya yakin oldugu belirlenmistir. Nativ-PAGE
calismasinda, esit protein miktar1 igeren homojenat ve sefakril S100-HR kolonundan
elde edilen saflagtirllmis 6rnek elektroforetik olarak degerlendirildiginde sefakril
S100-HR kolonundan elde edilen saf 6rnegin daha koyu bir bant sergiledigi
gOzlenmistir (Sekil 3.15 ve 3.17).
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Sekil 3.12 Blue Plus IV Markir, bantlarina ait mol kdtleleri
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Tablo 3.7 Blue Plus IV Markir bantlarina ait mol kiitleleri ve Rf degerleri

Markar (Blue Plus 1V) Mol Ktleleri (kDa) Ry

1 180 0.070
2 140 0.155
3 100 0.239
4 (Kirmizi) 80 0.282
5 60 0.493
6 45 0.620
7 35 0.761
8 (Yesil) 25 0.873

Tablo 3.8 Homojenat ve sefakril S100-HR’ye ait R degerleri

Materyal Rt
Homojenat 0.479
Saf drnek 0.479
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46



100

60 Esteraz

45

35

25

Sekil 3.15 D. fructuum larvalarindan esteraz saflastirma asamalarinin elektroforetik
analizleri

(A) Nativ-PAGE jel gorintusi (hem homojenat hem de saflastirilmis 6rnek icin 25
pg protein kullanilmistir), (B) Nativ-PAGE jelin giimiisle boyanmasi, (C) Coomassie
ve glimiis boyama kullanarak SDS-PAGE homojenat elektroforetik deseni (20 pg
protein) ve saflastiritlmis fraksiyon (20 g protein)

(M: Markir, 1: Homojenat, 2: Saflatirilmis fraksiyon)

47



Sekil 3.16 Homojenat (1) ve sefakril S100-HR (2) kromatografisine ait Coomassie
ile boyanmis Nativ-PAGE jel gorintusu
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Sekil 3.17 Nativ-PAGE jel gorintisu

(M: Markir, 1: Homojenat, 2: Saflatirilmis fraksiyon)
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4. TARTISMA ve SONUC

Diplolepis fructuum (Rubsaamen, 1895) ulkemizde genis yayilis gosteren ve
ekonomik dneme sahip olan Rosa canina (Kusburnu) bitkisinin meyveleri tizerinde gal
olusturmak suretiyle {iriin kayiplarina neden olan bir bocek tiiriidiir. Giris béliimiinde
de ele alindig1 lizere, populasyonlarint kontrol altina almak amaciyla zararli bocek
tirleri ile kimyasal miicadelede kullanilan insektisit gibi unsurlara karsi direncin

kazanilmasindan sorumlu bir enzim grubu olarak esterazlar karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu nedenle, mevcut yiiksek lisans tez ¢alismasinda D. fructuum’un larval evresinden
esteraz aktivitesine sahip olan bir fraksiyon saflastirilmistir. Bu amag i¢in, sirastyla Q
sefaroz anyon degisimi, fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi ve
sefakril S100-HR jel filtrasyon kromatografisi art arda uygulanmistir. Bu ¢alismalara

ait tim sonuglar, tezin bulgular kismindaki Tablo 3.1’de verilmektedir.

D. fructuum larvasmin homojenatindaki esteraz aktivitesinin 0,246 U (mg protein)?
’lik bir spesifik aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bu baglamda, Lee ve ark.
(2000) koleopter ordosundan bir bocek tirl olan Oryzaephilus surinamensis’in
fenitrothion direncini degerlendirmek igin esteraz enzimini saflastirmiglar ve
homojenat aktivitesini substrat olarak p-NPA kullanarak 0.144 U (mg protein)™ olarak
bulmuslardir. Benzer bir ¢alismada, Haubruge ve ark. (2002) yine bir koleopter tir
olan Tribolium castaneum’dan saflastirdiklar1 esterazin ham doku homojenatindaki
aktivitesinin 0.07 nmol (dk mg protein)? olarak bildirmislerdir. Bu sonuglardan,
genellikle boceklerle ilgili yapilan esteraz saflastirma ¢alismalarinda homojenattaki
esteraz aktivitesinin oldukca diisiik miktarlarda ifade edilmekle birlikte, yukaridaki
ciimlelerde deginilen ayni1 bocek gruplarindaki farkl tiirlerde dahi aktivitenin farkli
miktarlarda ifade edildigi goriilmektedir. Bu olgunun, kullanilan substratlarin farkli
olmalarinin yani sira, bGcegin tiiriiniin fizyolojisi, farkli gelisim evresinde olmasi ya

da milyonlarca yillik adaptasyonunun {iriinii nedeniyle olabilecegini diigiinmekteyiz.

Iyon degisim kromatografisi protein saflastirma laboratuvarlarimin siklikla kullanildig
ve saflastirilmasi diisliniilen protein orneginin homojenat igerisinden alikonularak
(Bollag ve ark., 1996) saflastirilacak 6rnegin kolonda yakalama ihtimali yiliksek olan
kromatografi tiirlerinden birisidir. Gorglin ve Akpmar (2012), bir balik tiirii olan
Cyprinus carpio’nun karaciger lipazin1 saflastirdiklar1 bir ¢alismada, enzimi iyon

degisim kromatografisi yoluyla konsantre bir tarzda elde ettiklerini bildirmislerdir.

50



Mevcut tez ¢caligmasinda ilk saflagtirma basamagi olarak Q sefaroz iyon degisim kolon
kromatografisi kullanilmistir. Yaptigimiz ¢alismada 6rnegin uygulanmastyla birlikte,
materyal ve metot kisminda belirtilen kosullar altinda 6rnegin kolona etkin bir sekilde
baglandig1 goriilmiistiir. Kolon denge tamponu ve 100 mM NaCl yikamastyla protein
pikleri elde edilmesine ragmen, bu piklerde aktiviteye rastlanmamistir. 200 mM NaCl
yikamasi ile yiiksek aktiviteli bir esteraz piki elde edilmistir. 400 mM NaCl
yikamasiyla birlikte ¢ok diisiik bir esteraz aktivitesine sahip bir protein piki
tanimlanmasina karsin, 6nemsiz bir spesifik aktivite igermesi nedeniyle ¢alismalara
dahil edilmemistir. Calismamizda Q sefaroz iyon degisim kromatografisi ile elde
edilen saflastirma parameterleri degerlendirilecek olursa; saflagtirma katsayist 5.90,
verim ise % 60.81°dir. Elde edilen esteraz fraksiyonunun spesifik aktivitesi ise 1.450
U (mg protein)™ olarak hesaplanmistir. Literatiirde bulgularimiz ile benzer veya farkli
sonuglar gérmek mimkiindiir. Ornegin, Fahmy ve ark. (2004) Hyalomma dromedarii
(Acari: Ixodidae) nin embriyogenezi esnasindaki esterazlarini saflagtirmak amaciyla
ilk saflagtirma basamaginda DEAE-sellilloz anyon degisim kromatografisini
kullanmislardir. Kolonun 0-1 M NaCl arasinda degisen tuz ile yikama sonucunda 6
adet esteraz formu tanimlamiglar ve bunlar1 E1 ile E6 olarak belirtmislerdir. Bu bantlar
arasinda E3 olarak etiketledikleri esterazin 0.2 M NaCl yikamasiyla elde ettiklerini
bildirmislerdir. Bu kromatografik yaklasim ile g¢alismamizdakine benzer olarak
yaklagik 5 kat saflik ve % 5.23 verim elde etmislerdir. EI-Sheikh (2015) iki bdcek
tirindn Spodoptera littoralis ve S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) juvenil
hormon esterazinin kinetiklerini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada Q sefaroz iyon degisim
kromatografisi ile S. littoralis’te 5.4 kat, S. frugiperda’da ise 2.1 katlik bir saflastirma

elde ettiklerini bildirmistir.

Proteinler zayif kimyasal etkilesimlere bagli olarak ii¢ boyutlu yapilarim
kazanmaktadirlar. Bir¢ok proteinde her ne kadar hidrofobik amino asit kisimlarinin
sudan kagma egilimine bagli olarak proteinin daha i¢ kisimlarinda lokalize olmalari
beklenmesine ragmen, yiizey kisimlarinda da % 40’a varan oranlarda hidrofobik
karakterde olabildigi bildirilmektedir. Yiizey kisimlarinda hidrofobisite agisindan
farkliliklar bulunan protein karisimlar1 hidrofobik etkilesim kromatografisini
kullanmak suretiyle fraksiyonlanabilmektedirler (Queiroz ve ark., 2001). Bu
baglamda, hidrofobik etkilesim kromatografisinin tim canli gruplarinda ifadesi

gerceklestirilen lipaz ya da esteraz gibi lipolitik enzimlerin saflastirilmasinda oldukga
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kullanisli oldugu bildirilmektedir (Bompensieri ve ark., 1996; Queiroz ve ark., 2001;
Bhardwaj ve ark., 2001, Gorgin ve Akpmar, 2012). Bununla birlikte, tez
calismamizda, fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kolonu kullanilarak, 1.69 U
(mg protein)?* spesifik aktivite ve 6.91 kat saflastiriliktaki bir enzim preparati elde
edilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde bir dnceki saflagtirma basamagi olan Q
sefaroz  kolonundaki sonuglardan c¢ok farkli olmadig, yani saflagtirma
parameterelerine bir katki saglamadigi anlasilmaktadir. Bu kromatografi sonucunda
li¢ protein pikine rastlanmis ve bu piklerden sadece bir tanesinde aktivitenin oldugu
goriilmiistiir. Bu bulgu, ¢alismamizda kullanilan fenil sefaroz CL-4B kolonunu
proteinlerin fraksiyonlanmalarina olanak sagladigini belirtmekle birlikte, kolonda
aktivite kaybimizin oldugunu diisiinmemize yol agmustir. Onemli bir ¢alisma olarak,
Arrese ve Wells (1994), bes farkli kromatografik asama kullanilarak Manduca
sexta’nin bocek yag dokusudan bir triagilgliserol lipazini saflagtirma islemi
gerceklestirirken {igiincii agsamada fenil sefaroz kolon kromatografisi kullanmislar ve
enzimin 939 kat saflastirilmasiyla sonug¢lanmistir. Daha sonra, ayni1 yazar bu enzimin

aktif bir fosfolipaz oldugunu ortaya koymustur (Arrese ve ark., 2006).

Yerine getirmis oldugumuz bu yiiksek lisans tez ¢calismasinin son saflastirma basamagi
olan sefakril S100-HR jel filtrasyon kromatografisi ile 6.94 U (mg protein)* spesifik
aktivite, % 8.80 verim ve 28 kat saflikta olan bir esteraz enzim preparati elde
edilmistir. Aragtirmacilarin farkli kromatografik teknikleri kullanilarak, farkli bocek
tiirleri veya fakli gelisim evresine sahip boceklerden degisen saflastirma
parameterelerine sahip esteraz fraksiyonlarini elde ettikleri anlasilmaktadir. Ornegin
yukaridaki paragraflarda Q sefaroz iyon degisim kromatografisi kisminda bahsedilen
Fahmy ve ark. (2004)’lin ¢aligmalarinda iyon degisim kromatografisi sonrasinda jel
filtrasyon (sefaroz 6B) kolon kromatografisi sonucunda H. dromedarii esterazi 19 kat
saflastirilabilmistir. Iki farkl1 arastirma sirasiyla amonyum siilfat coktiirmesi, sepharil
G 100 jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE-seliiloz anyon degisim kromatpgrafisini
kullanmak suretiyle farkli saflagtirma parametrelerine sahip lipaz preparatlari elde
etmiglerdir. Bu ¢aligmalardan ilki Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae)
larvasinin orta bagirsak lipazinin saflastirildigl bir ¢alisma olup, 42 kat safliktaki
enzimin 39.9 U (mg protein)™? spesifik aktivite, % 18.1 verim ile elde edildigini
bildirmistir (Zibaee, 2012). Bir diger ¢alisma ise 5.60 U (mg protein)™ spesifik aktivite
ve % 8.21 verim ile ifade edilen 12.28 kat safliktaki Naranga aenescens (Lepidoptera:
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Noctuidae) larvasinin orta bagirsagindan elde edilen lipazdir (Zibaee ve Fazeli-Dinan,
2012). Buradan anlasilacag: iizere, ayn1 kromatografik tekniklerin farkli bocek tiirleri
tizerinde uygulanmasiyla birlikte, farkli saflastirma parameterclerinde lipolitik
enzimlerin elde edilmesidir. Bir baska c¢alisma ise Dendrolimus superans
(Lepidoptera: Lasiocampidae) bocek tirtinde yerine getirilmistir. Bu ¢alismada 0.376
U (mg proetin)™* spesifik aktiviteye sahip homojenattan, amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
sefadeks G25 jel filtrasyon kromatogrtafisi (9.48 kat saflik saglamistir), DEAE 52 iyon
degisim kromatografisi (18.56 kat saflik saglamistir) ve hidroksiapatit kromatografisi
bile birlikte 138 kat saflikta bir esterazin saflastirilmasi gerceklestirilmistir. Elde dilen
enzimin spesifik aktivitesinin yaklasik 52 U (mg protein)™ oldugu belirlenmistir (Zou
ve ark., 2014).

Tez c¢alismamizda elde edilen enzim preparatinin  kinetik parametreleri
degerlendirildiginde, optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 40 °C ve 9.0 olarak
belirlenmistir. Saflastirilmis enzim, 40 °C’da 4 saat inklbe edildikten sonra aktivitenin
% 88’ini korulmustur. Substrat zincir uzunluguna bagl olarak, D. fructuum larval
esterazi en yiikse aktiviteyi (% 100) p-NPB (zerinde sergilenmistir. p-NPA subtrat
olarak kullanildiginda goreli aktivitenin p-NPB ile karsilastirildiginda % 52 oldugu
belirlenmistir. p-NPD (% 5) ve p-NPP (% 1) ile yapilan denemelerdeki aktivite
degerlerini oldukg¢a diisiik oldugu gorilmektedir. p-NPB substrat olarak
kullanildiginda, D. fructuum larval esterazinin Km Ve Vmax degerleri sirastyla 0.035
mM ve 1.41 umol (mL dk)?* olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 D. fructuum larval esterazi temel kinetik 6zellikleri

Optimum sicakhk 40 °C

Optimum pH 9.0

Km 0.035 mM

Vmax 1.41 umol (mL dk)*

Calismamizda elde edilen kinetik veriler litartiirde bildirilenler ile karsilastirildiginda
Valles ve ark. (2001), Reticulitermes flavipes’ten mikrosomal esterazin 3 izoenziminin
oldugunu belirlemislerdir. Enzimlerin genis bir sicaklik araliginda aktivite gosterdigini

rapor etmislerdir. ME1 ve ME2 olarak etiketledikleri esterazlarin en yiksek spesifik
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aktiviteleri 35 °C’da bulunurken ME3 olarak bildirdikleri enzimin 45 °C’da en yiiksek
aktiviteyi sergiledigini bildirmislerdir. Yang ve Zhang, (2013) tarafindan yapilan
calismada Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) karboksilesterazi E.coli’de
Klonlanip karakterize edilmistir ve enzimin en ylksek aktivite gosterdigi sicaklik ve
pH degerlerini sirasiyla 25 °C ve 7.0 olarak oldugu bulunmustur. o-naftil asetat
substrat olarak kullanilarak Km Ve Vimax 13.4 UM ve 12.9 umol (dk mg protein)™ olarak

belirlenmistir.

Bazi1 boceklerden elde edilen lipoiltik enzimlerin optimum sicaklik ve pH degerlerine
bakildiginda, Ectomyelois ceratoniae (Lepidoptera: Pyralidac)’de 30 °C ve pH 7
(Ranjbar ve ark., 2015), Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae)’de 37
°C ve pH 6.5 (Santana ve ark., 2017) ve Chilo suppressalis (Lepidoptera, Pyralidae)’de
37 ila 40 °C arasinda ve pH 10 da oldugu (Zibaee ve ark., 2008) gorulmektedir.
Bunlara ek olarak, Ranjbar ve ark. (2015) saflastirdiklari enzimin 30 °C’da U¢ saat
stiresince aktif oldugunu rapor etmislerdir. Literatiirde yiiksek pH degerlerinde aktif
olan lipolitik enzimlerin varlig1 da rapor edilmistir. Bunlar arasinda, optimum pH’in
11 oldugu P. brassicae lipazi (Zibace, 2012) ve pH 11°de en yiksek aktiviteyi
sergileyen N. aenescens lipazi1 (Zibace ve Fazeli-Dinan, 2012) yer almaktadir.
Yaptimiz ¢alismada yan zinciri 2 ile 6 karbonlu olan dort kimyasal substrat olarak
kullanilarak saflastirilan enzim, zincir uzunlugu 4 karbonlu olan p-NPB ile en yiiksek
aktivite gostermistir. Bu sonuca gore, saflastirilan enzimin kisa zincirli substratlar
tercih ettigini ve muhtemelen bir esteraz olabilecegini sdyleyebiliriz (Fojan ve ark.,
2000). Literattrde substrat spesifiteleri ile ilgili olarak, Santana ve ark. (2017) 10 (p-
NPD) ile 16 (p-NPP) karbon zincir uzunlugu arasinda degisen substratlarin R.
palmarum’dan saflatilan lipolitik enzim aktivitesine etkisini degerlendirdiklerinde en
yuksek aktivitenin en uzun zincirli substrat olan p-NPP’ta belirlemisler ve enzimin bir
lipaz oldugunu 6nermislerdir. H. dromedarii’den elde edilen esterazin 1.43 mM p-
NPA degeri ile en yliksek aktiviteyi kisa zincirli substrat olan p-NPA karsi sergiledigi
rapor edilmistir (Fahmy ve ark., 2004). P. brassicae’den saflatilan lipazin Vimax ve Kn
degerleri sirasiyla 30.30 U (mg protein)® ve 2.72 mM p-NPB olarak bulunmustur
(Zibaee, 2012). Kinetik parametreler ile ilgili olarak elde edilen bu sonuglardan,
literatiirde kinetik parametreler ile benzer ya da farkl verilerin elde edildigini gormek

miimkiin olmakla birlikte, bunun nedeninin arastirilan bocek tiirli, doku, gelisim
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evresi, uygulanilan saflagtirma adimlar1 ya da saflatilan enzimin lipaz m1 yoksa esteraz

m1 olduguna bagl olarak degisiklik gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Tez calismada, saflastirma deneylerinin sonunda, (1-naftil asetat) substrat olarak
kullanilmak suretiyle hem homojenatta hem de saflastirma serilerinde esteraz
aktivitelerini gozlemlemek icin Nativ-PAGE ¢alismalari yapilmistir. Tiim orneklerde
sadece yaklasik olarak 62 kDa mol kitleli bir esteraz aktivite bandi bulunmustur. SDS-
PAGE teknigi uygulanarak saflastirilmis fraksiyonun, mol kiitlelerinin yaklasik 60
kDa ve 80 kDa oldugu goézlenen iki protein bandindan olustugu gortlmektedir. 80
kDa’luk protein bandinin esteraz aktivitesi gostermeyen kontaminant bir bant oldugu

elektroforetik ¢caligmalar sonucunda agiga ¢ikmistir.

Literatiirde farkli bocek tiirlerinde yapilan c¢alismalardan elde edilen lipolitik
enzimlerin mol kiitlelerine bakildiginda, R. flavipes’te 63 kDa (Valles ve ark., 2001),
T. castaneum’da 62 kDa (Haubruge ve ark., 2002), S. littoralis ve S. frugiperda’da 65
kDa (EI-Seikh, 2015), M. sexta (Lepidoptera: Sphingidae) yag dokusunda 76 kDa
(Arrese ve Wells, 1994; Arrese ve ark., 2016), Oryzaephilus surinamensis
(Coleoptera: Silvanidae)’de 71 kDa (Rossiter ve ark., 2001), H. dromedarii’de 45 kDa
(Fahmy ve ark., 2004), Drosophila mojavensis ve D. arizonae (Diptera:
Drosophilidae)’de 81 ile 91 kDa arasinda (Mateus ve ark., 2009), P. brassica
bagirsaginda 72.3 kDa (Zibaee, 2012), D. superans larvasinda 84.78 kDa (Zou ve ark.,
2014) ve E. ceratoniae’nin orta bagirsaginda 25 kDa (Ranjbar ve ark., 2015) olarak

rapor edilmistir.

Esterazlar, canli sistemlerde hem endojen substratlari hem de eksojen ksenobiyotikleri
hidroliz etmekte 6nemli enzimlerdir. Bu ¢alisma, ekonomik 6neme sahip olan R.
canina’da gall olusturan D. fructuum larvalarindan bir esterazin saflastirilmasi ve
biyokimyasal karakterizasyonu uzerine ilk rapordur. D. fructuum larval esterazi
literatiirde bildirilen lipolitik enzimler ile kinetik agidan benzer fakat farkli mol kiitleli
bir enzim oldugu goriilmektedir. Substrat tercihi agisindan kisa zincirli substratlari
tercih etmesi bir esteraz olabilecegini 6nermektedir. Ham doku homojenatlarinin
esteraz aktivitelerinin zararl (pest) bocek tiirleri ile miicadelede kullaniminin dogru
olmadigmi diisiinmekle birlikte, saflastirilmis enzimlerin daha dogru sonuglari
beraberinde getirecegi yadsinmaz bir gergektir. Bu nedenle, ¢alismamizda elde edilen

verilerin ilgili tiir ile zirai miicadele de 6nem arz ettigini diisiinmekteyiz. Ancak
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calismamizin bir eksigi olarak herhangi bir insektisitin saflatilmig D. fructuum larval

esterazi lizerine etkisi degerlendirilememistir.
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