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OZET

ONOBRYCHIS TOURNEFORTII (WILD.) DESV.’IN TOHUMUNDAN
LiPOLITIK BiR FRAKSIYONUN SAFLASTIRILMASI VE TEMEL
KINETIiK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Hilal KARAKAS
Yiiksek Lisans Tezi
Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Salih GORGUN
2018, 62+xiv sayfa

Bu calismada, sirasiyla Q sefaroz anyon degisim ve Sefakril S-200 HR kolon
kromatografilerini kullanarak, Onobrychis tournefortii (Desv.)’in tohumundan esteraz
aktivitesine sahip olan lipolitik bir fraksiyon 1.361 pmol/dk.mg protein spesifik akti-
vite ve 7.08 kat safliktaki saflastirma parametreleriyle kismi olarak saflagtirilmistir.
Nativ-poliakrilamid jel elektroforezi (Nativ-PAGE) ¢alismalari yerine getirilerek, ho-
mojenat drnekleri molekiil kiitlelerinin 95 kDa, 59 kDa ve 42 kDa oldugu ii¢ esterolitik
band gostermistir. Kismi saflagtirilmigs tohum esteraz fraksiyonu, 59 kDa ve 42
kDa’luk molekiil kiitlelerine sahip olan esteraz bantlarini igermistir. Bu fraksiyonun
sicaklik ve pH optimumlari sirastyla 40 °C ve 8.0 olarak belirlenmistir. Esterolitik ak-
tivite lizerine dort farkli substratin (p-nitrofenil asetat; p-NPA, p-nitrofenil butirat; p-
NPB, p-nitrofenil dodekanoat; p-NPD, p-nitrofenil palmitat; p-NPP) etkisi karsilasti-
rildiginda, en yiiksek aktivite p-NPB iizerinde sergilenmistir. Substrat olarak p-NPB
kullanilarak, Vmax ve Km degerleri sirasiyla 0.2635 pmol.ml'dk™ ve 0.0808 mM

oldugu bulunmustur.

Sonuglarimiz bu bitki tiiriiniin tohumundan daha saf bir esteraz enzimi elde etmek i¢in,

daha fazla kromatografik adimin gereksinildigini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: Onobrychis tournefortii, esterolitik enzimler, kromatografi, saf-

lastirma.
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ABSTRACT

PURIFICATION AND DETERMINATION OF BASIC KINETIC
PROPERTIES OF A LIPOLYTIC FRACTION FROM THE SEED OF
ONOBRYCHIS TOURNEFORTII (WILD.) DESV.

Hilal KARAKAS
Master of Science Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih GORGUN
2018, 62+xiv pages

In this study, a lipolytic fraction having esterase activity from the seed of Onobrychis
tournefortii (Desv.) was partially purified with purification parameters of 1.361
umol/dk.mg protein specific activity and 7.08 fold purity, using Q sepharose anion
exchange and Sephacryl S 200 HR column chromatographies, respectively. Homoge-
nate samples showed three esterolytic bands in which molecular masses are 95 kDa,
59 kDa and 42 kDa, carrying out Native-polyacrylamide gel electrophoresis (Native-
PAGE) studies. Partially purified seed esterase fraction consisted of the esterase bands
having molecular masses of 59 kDa and 42 kDa. Temperature and pH optimums of
this fraction were determined as 40 °C and 8.0, respectively. When compared to the
effects of four different substrates (p-nitrophenyl acetate; p-NPA, p-nitrophenyl
butyrate; p-NPB, p-nitrophenyl dodecanoate; p-NPD, p-nitrophenyl palmitate; p-NPP)
on the esterolytic activity, the highest activity was exhibited on p-NPB. Using p-NPB
as a substrate, Vmax and Km values were found to be 0.2635 umol.m1*dk?, and 0.0808
mM, respectively.

Our results have suggested that more chromatographic steps are needed to obtain the

more pure esterase enzyme from the seed of this plant species.

Key Words: Onobrychis tournefortii, esterolytic enzymes, chromatography,

purification.
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1. GIRIS
1.1 Enzimler

Enzimler, dogada bulunan kimyasal tepkimeleri katalize eden proteinlerdir ve bu
sebeptendir ki hayati 6neme sahip molekiillerdir. Bu proteinler hakkinda ¢ok etkileyici
olan sey, essiz bir cesitlilige sahip olmalar1 ve fizyolojik kosullar dahilinde oldukga
karmagik kimyasal doniisiimler ger¢eklestirebilmeleri ve bir¢ok organik kimyasal tep-
kimelerden farkli olarak stereo-6zgiilliiklerini ve regiospesifligini koruyabilmeleridir.
Biiyiikliikleri birbirinden farklidir ve birkag bin ila birka¢ milyon dalton arasinda de-
gisken molekiiler agirliga sahip olabilirler. Enzimler biiyiik molekiiller olsa bile, asil
kataliz sadece kiiciik bir boslukta yani aktif bolgede gergeklesir. Bu bolgede az sayida
amino asit kalintis1 katalitik fonksiyona ve substratlarin baglandig: yere katkida bulu-

nur. (Holliday ve ark., 2006).

Gida ensdiistrisi ve diger endiistri alanlarinda enzimlerin kullanimi giderek art-
maktadir. Enzim marketinin Avrupa’da yillardan beri biiytime kaydettigi bildirilmekle
birlikte, rakamlarla ifade edilecek olursa yillik biiyiime oraninin % 8 oldugu ve 30
milyon Avro’dan daha fazla bir pazara ulagsmasinin beklendigi dngoriilmektedir. En-
diistriyel stireclerde kullanilan enzimlerin daha ¢ok mikrobiyal ve hayvansal kaynakli
olduklar1 bilinmekle birlikte, rasemik karigimlarin rezoliisyonu, siirfektan sentezi veya
yag ve yag tiirlinden bilesenlerin yeniden sekillendirilmesi gibi siireglerde lipaz ve fos-
folipaz gibi lipolitik enzimler daha yogun bir sekilde kullanilmaktadirlar. Bu bag-
lamda, bitkilerden elde edilen lipolitik enzimlerin degerlendirilmesi yoniinde ¢aligma-

lar mevcuttur (Villeneuve, 2003).
1.2 Enzimlerin Simiflandirilmasi

1956 yilinda enzim siniflandirma ve isimlendirme problemlerini ¢6zmek icin Ulus-
lararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) olarak adlandirilan Ulus-
lararas1 Biyokimya Birligi tarafindan Uluslararasi Enzimler Komisyonu kurulmustur.
Bu Uluslararas1 Enzimler Komisyonu 1961'de bir raporda yaymlanmis olan ve 1964
yilinda enzimler'in ikinci baskisinda genisletilmis form olan [UBMB tarafindan No-
menklatiir Komitesi araciligryla NC-IUBMB Enzim Listesinde gelistirilen enzim si-
niflandirma sisteminin formiilasyonu ile sonuglanmistir. Buna gore katalizlenen tep-

kimenin tiirii dahilinde enzimleri alt1 gruba ayirmak suretiyle genisletilmistir. Bu alt1

1



grup sirastyla, oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve li-
gazlardir. Bu smiflarin her biri, her enzime benzersiz bir dort haneli kod olan Enzim
Komisyonu (EC) numarasi verildiginde daha da fazla boliinmiistiir. Birinci basamak
enzimin smifini igerir. ikinci basamak (alt sinif), genellikle ilgili bilesik veya grup tiirii
hakkinda bilgi igerir. Ugiincii sinif, alt alt sinif, ayrica ilgili tepki tiiriinii de belirtir.
Dordiincii rakam, bir alt alt siniftaki bireysel enzimi tanimlamak i¢in kullanilan bir seri

numarasidir (McDonald ve ark., 2014).
1.3 Esterazlar (EC 3. 1. 1. X)

Hidrolaz smifindan enzimlerin iki 6nemli sinifi “gergek™ esterazlar (E.C. 3.1.1.1,
karboksil ester hidrolazlar) ve lipazlardir (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar)
(Bornscheuer, 2002). Esterazlar (EC 3.1.1.X), mikroorganizma, bitki, hayvansal orga-
nizmalarda genis bir sekilde dagilim gosteren ester baglarmin hidrolizini ve olusu-
munu kataliz eden enzimlerdir (Lopes ve ark., 2011). Baska bir tanimlamada ise, bir
su molekiiliiniin eklenmesiyle ester baglarini hidroliz eden enzimler olarak tanimlan-
miglardir. Genel olarak bir esteraz, substratin ya alkol ya da asit grubu i¢in 6zgildiir,

fakat ayn1 anda ikisi i¢in 6zgiil degildir (Fojan ve ark., 2000).

Lopes ve ark., (2011) kiitinazlar i¢in iki siniflandirma 6ne stirmiistiir. Bunlardan birisi,
kiitinazlarin lipazlar gibi EC 3.1.1.3 olarak triagilgliserol lipaz (6nerilen isim) ve
triagilgliserol agil hidrolaz (sistematik isim) olarak siniflandirilabilecegi yoniindedir.
Ayni kaynak kiitinazlart EC 3.1.1.74 enzim komisyon numarali ve kiitinaz (6nerilen
isim) veya kiitin hidrolaz (sistematik isim) olarak siniflandirma yapilabilecegini de
bildirmislerdir. Lipaz ve kiitinazlarin kinetik farkliliklari izerine yapilan ¢aligmalarin

esteraz ve lipazlar arasindaki farklilig1 ortaya koydugu belirtilmektedir.

Lipazlar genellikle suda ¢dziinmeyen triolein ve trioktanoin gibi orta veya uzun zincirli
triagilgliserollerin hidrolizini gergeklestirdikleri kabul edilmesine ragmen, tripro-
pionin ve tributirin gibi suda zay1f bir sekilde ¢6zilinebilir kisa zincirli triagilgliserolleri
de hidroliz etmektedirler. Esterazlar, lipazlar tarafindan zayif bir sekilde hidroliz edi-
len metil biitirat, etil biitirat ve triasetin gibi kisa zincirli yag agil esterlerinin ¢ozeltileri
tizerinde faaliyet gosteren enzimlerdir (Chahinian ve ark., 2002). Diger taraftan, Fojan
ve ark. (2000), yukarida agiklananlar1 dogrulamakla birlikte, esteraz ve lipazlarin ge-

nellikle genis substrat 6zgiilliiklerine sahip olmalar1 nedeniyle sadece fonksiyonlari
2



yolu ile smiflandirilamayacaklarini, klonlanmis esteraz ve lipazlara baglh olarak geli-
sen sekans bilgisinin olast sekans spesifik motifleri tanimlamakta kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Yine Fojan ve ark. (2000)’in bildirdigi {izere, sekans ¢alismalar1 odakli
olarak, cogu esterazin merkezi aktif bolge serin kalintilarinin etrafinda muhafaza edil-
mis bir sekans motifinin (GESAG) sergilendigi agiklanmasina ragmen, Candida ru-

gosa lipazi1 gibi bazi lipazlarda da ayni motifin bulunmasi ilgingtir.

Buraya kadar anlatilanlardan esteraz ve lipazlarin ayriminin yapilmasinda gii¢liiklerin

devam ettigi anlagilmaktadir.
1.4 Esterazlarin Simiflandirilmasi

Esterazlarin siniflandirilmasina dair ilkin ¢aligmalarin karboksil asit ester hidrolazlar
gibi substratin asit grubuna 6zgiilliikkleri esas alinarak Whitaker ve ark. (1972) ta-
rafindan Onerilmistir. Burada bahsedilen enzim giiniimiizde karboksil esteraz olarak
adlandirilmakta olup, bu enzime ek olarak, lipazlar, asetil esterazlar, aril esterazlar,
kolin esterazlar ve kolesterol esterazlar da ayn1 grupta siniflandirilan enzimlerdir. Ta-
rihsel olarak bu enzimlerin siniflandirilmasi, bilinen substrat 6zgiilliiklerine gore yada
hiicresel lokalizasyonlarina gore yapilmistir (Carriere ve ark., 1998; Fojan ve ark.,
2000). Yine de bu sekilde yapilacak bir siniflandirmanin esterazlarin karmagik mole-

kiiler yapisina ve hiicresel fonksiyonlarina 151k tutmayacagi asikardir.

Gilinlimiizde esteraz aktivitelerinin fonksiyonel siniflandirilmasinda birincil olarak {i¢
inhibitér grubunun (p-kloromerkuribenzoat (pCMB), organofosfatlar (OP) ve eserin
siilfat) teshis konsantrasyonlarina giivenilmektedir. (Holmes ve Masters, 1967). Bu
inhibitorlerin kullanimiyla yukarida da isimleri gecen enzimlerin siniflandirilmasi su
sekilde yapilmaktadir. Asetil esterazlar herhangi bir inhibitor tarafindan etkilenmezler
ve genellikle asetik asit gerektiren alifatik substratlar1 tercih etmektedirler. Karboksil
esterazlar alifatik esterleri tercih ederek, organo fosfatlar tarafindan inhibe edilmekte-
dirler. Yiiklii substratlar tercih eden ve hem organofosfatlar hem de eserin siilfat tara-
findan inhibe edilen esterazlar kolinesterazlar olarak siniflandirilmislardir. Esterazla-
rin son olarak dordiincii grubu ise siilfidril kimyasallari ile inhibe edilen aril esteraz-
lardir. Esterazlarin bu sekilde biyokimyasal karakterizasyonu igin testler mikroorga-
nizmalar (Oakeshott ve ark., 1993), omurgalilar (Lith ve ark., 1989) ve bocekler (La-

penta ve ark., 1995) iizerinde yerine getirilmistir.
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Giiniimiizde o ve [ naftil ester substratlar1 kullanilarak farkli fizyolojik fonksiyonlara
sahip esteraz izo enzimlerinin tanisi a-esterazlar ve B-esterazlar seklinde de yapi-
labilmektedir (Carvalho ve ark., 2003). Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) siste-
mini kullanarak a ve B-esteraz izozimlerindeki polimorfizmin arastirilmasi baslangicta
omurgasiz ve bocek ¢alismalarinda kullanilmis ve gelistirilmistir (Lapenta ve ark.,
1995). Bununla birlikte, Pereira ve ark. (2001) bitkilerde esterazlarin fonksiyonel ka-
rakterizasyonu ile ilgili sinirli ¢aligsmanin ulagilabilir oldugunu bildirmislerdir. Bu olgu

giiniimiizde de devam etmektedir.
1.5 Esterazlarin Fonksiyonlar1

Esterazlar ¢esitli tipteki eksojen ve endojen kisa zincirli yag asitlerinden olusan es-
terlerin hidrolizini katalizleyen enzimler (Bornscheuer, 2002) olmalarinin yani sira,
biiylik cogunluktaki esterazlarin sentetik substratlar kullanilarak aktiviteleri belirlense

de dogal substralarinin neler oldugu hala bilinmemektedir (Dubey ve ark., 2000).

Esterolitik enzimlerin besin veya diger maruz kalma yolarindan birisi vasitasiyla
karsilasilan yabanci bir substrat i¢in koruyucu ve temizleyici bir fonksiyon yaptiklari
bildirilmektedir. Bu enzimler ifade edildikleri hiicrelerde biiyiik farkliliklar gésterme-
leri nedeniyle, bazilar1 ¢oklu hiicre tiplerinde bulunurken, digerleri yiiksek bir sekilde
secici ekspresyon gostermektedir. Bu baglamda esterolitik enzimler bulundugu canhi
grubuna bagli olarak, plazmaya eksport edilebilecegi gibi diger ekstraseliiler alanlara

yonlendirilebilir, sitoplazmada bulunabilir ya da hiicre alt1 organellerde konuglanabilir
(Satoh, 2005).

Bitkilerde esterazlarin biiytime ve gelisme, stoma hareketlerinin gergeklestirilmesi,
enfeksiyon ve insektisitlere kars1 direng, meyve olgunlagmasi, absisyon, hiicre genis-
lemesi, lireme, ksenobiyotikleri iceren esterlerin hidrolizi ve sekonder metabolit me-

tabolizmasi gibi siireglerde etkin oldugu bildirilmektedir (Bhavith ve ark., 2014).
1.6 Esterazlarin Kataliz Mekanizmasi

Bir proteinin yiizeyi, protein ve onu saran ¢evre arasinda bir ara ylizey etkilesmesini
gerektirir. Bir enzim ve substrat1 veya inhibitorii, bir reseptdr ve ligand1 veya baska bir
tarz molekiiler taninma, yiizey etkilesimi tarafindan belirlenir. Protein yiizeyi, her-
hangi bir amino asit reziidesi tipinin bulunabilecegi karmasik bir sterik diizenlenmedir.
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Bununla birlikte, farkli reziidelerin tip ve tam pozisyonu termal kararlilik, substrat 6z-
giilligi, aktivite ve optimum pH gibi fonksiyonel parametreler iizerine hayati etkiye
sahiptir. Bununla birlikte, lipaz/esteraz enzimleri molekiiler ara yiizeylerde veya yaki-
ninda faaliyet gostermeleri nedeniyle protein ¢alismalarinda 6zel zorluklar tegkil et-
mektedirler. Protein yapilanmasindaki molekiil i¢i kuvvetlerin esansiyel olarak elekt-
rostatik orjinli olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu ylizden bir protein (enzim) ve substrati
veya inhibitorii arasindaki baglangi¢ etkilesiminin molekiiler anlasilmasi, molekiiler
tanima gibi molekiil i¢i etkilesimlerde elektrostatik etkilesimlerin 6nemini belirtmek-

tedir (Petersen ve ark., 2001).

Elektrostatik etkilesimlerin pH bagimli olguyu kontrol eden birincil kuvvetler ol-
duklarina inanilmaktadir. Siklikla, katalitik reziidelerin bir veya daha fazlas: titre edi-
lebilir reziidelerdir ve ¢ok biiyiik bir olasilikla en az bunlardan birisi ¢ziicii ulasabilir
olacaktir. Baglanma/katalitik bolge icerisinde yada yakinlarindaki bazi amino asitler
de titre edilebilir olanlardir. Fonksiyon yapmak i¢in, enzimlerin katalitik merkezindeki
reziidelerin, optimum pH dizininde uygun protonasyon durumuna sahip olmalar1 ge-

rekmektedir (Antosiewics ve ark., 1994).

Yikli titre edilebilir reziideler tarafindan iretilen elektrik potansiyeller substrat
baglanmasini artirma, transisyon durumunu stabilize etmeleri ve etkin iirlin salinimina
yardim edebilmeleri nedeniyle katalizde 6nemli role sahiptirler. Bu baglamda lipaz ve
esterazlarin ¢alisma mekanizmasinda elektrostatik yaklasim kullanilarak aydimnlatil-
maya ¢alisilmis ve elektrostatik sapan modeli (the electrostatic catapult model) ortaya
atilmistir. Substrat negatif potansiyel gosteren aktif siteye giris yapar (Sekil 1) ve so-
nugcta olusan negatif yiiklii iiriin yine negatif yiikli aktif merkez tarafindan itilir (Pe-

tersen ve ark., 2001).
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Sekil 1 Elektrostatik sapan modeli lipolitik enzimlerin nasil ¢alistigini
gostermektedir (Petersen ve ark., 2001).

Lipaz/esteraz enzimleri organik ¢ézgen-su ara ylizeylerinde ester karboksilat bagla-
rinin katalizini gergeklestirmektedirler. Ayrica 1906°da ilk defa gosterildigi iizere, su-
yun kisitlandig1 ¢evrelerde tersine tepkime (esterifikasyon) veya gesitli transesterifi-
kasyon tepkimelerinin bile meydana gelebildigi gosterilmistir. Transesterifikasyon te-
rimi bir ester ile bir asit arasindaki (asidolizis) gruplarinin, bir ester ile bir alkol (alko-
lizis) gruplarinin veya iki ester (interesterifikasyon) grubunun degisimini yansitmak-
tadir. Yiiksek etkinlik ile bu tepkimelerin kararli ve ¢ok yonlii bir sekilde katalizlen-

mesi lipolitik enzimleri ticari agidan 6nemli kilmaktadir (Barros ve ark., 2010).
1.7 o/p Hidrolaz Kath Enzimler

Dogada en sik bulunan protein domain katlari, o heliksler tarafindan sarilan bir
merkezi paralel veya karisik B plakalardan olusan o/ domainlerdir. 1992 yilinda ol-
dukga farkli katalitik fonksiyonlara sahip bes hidrolitik enzimi (dienelakton hidrolaz,
haloalkan dehalojenaz, bugday serin karboksipeptidaz II, asetilkolinesteraz ve Geot-
richum candidum lipazi) karsilastirilmak suretiyle, bu protein katinin bir alt sinifi ola-
rak o/p hidrolaz kat1 tanimlanmistir (Ollis ve ark., 1992). Farkli fonksiyonlarmin di-

sinda, o/ hidrolaz katlanmasina sahip protein grubunun iiyelerinin ne 6nemli derecede



sekans dizilimini paylasmadiklari nede benzer substratlar lizerinde faaliyet gosterme-
dikleri bildirilmekle birlikte, katalitik reziidelerinin diizenlenmesi, sasirticit yapisal
benzerlikleriyle birlestirilerek, yaygin bir atasal formdan gelistigi ileri siiriilmiistiir
(Heikinheimo ve ark., 1999; Nardini ve Dijkstra, 1999). o/p hidrolaz katlanma ailesi
igerisinde proteazlar, lipazlar, esterazlar, dehalojenazlar, peroksidazlar ve epoksit hid-
rolazlar1 icermektedir. Bu baglamda, o/f hidrolaz katlanma ailesi bilinen en ¢ok yonlii

ve genis protein katlarinin birisidir (Nardini ve Dijkstra, 1999).

Kanonik bir yapiya sahip olan o/f hidrolaz katlanmasi (Sekil 2), o heliksler tarafindan
sarilan ¢ogunlukla paralel sekiz kollu B plakadan olusur ve bu yapida sadece ikinci 3
kolu antiparaleldir (Ollis ve ark., 1992; Heikinheimo ve ark., 1999; Nardini ve
Dijkstra, 1999). o/p hidrolaz katlanmasi ¢cok genis dizindeki farkli enzimlerin aktif
merkezleri i¢in kararli bir amino asit dizilimi énermektedir. Bu baglamda, katalitik
reziideler daima muhafaza edilmis bir triad yapisina sahiptir. Bu yapi; B5 kolundan
sonra konuslanan bir niikleofil (serin, sistein veya aspartik asit), daima B7 kolundan
sonra konuslanan bir asidik reziide, ve son 3 kolundan sonra konuglanan tam anlamiyla

muhafaza edilmis bir histidin reziidesinden olusmaktadir (Nardini ve Dijkstra, 1999).

Sekil 2 o/p hidrolaz katlanmasi (Nardini ve Dijkstra, 1999).



1.8 Esterazlarin Uygulama Alanlari

Laboratuvar veya endiistriyel Olgekli olarak kullanilan lipolitik enzimlerin biiyiik
cogunlugu seckin olarak mikrobiyal kokenden gelmektedir (Villeneuve, 2003). Buna
karsin, endiistride yiiksek tiretim fiyatlar1 nedeniyle aragtirmacilar farkli enzim kay-
naklarinin arayigina yonelmiglerdir. Mikrobiyal kaynaklarla karsilastirildiginda, glinii-
miize kadar, modifikasyona ugratilmis yaglarin kullaniminda bitki lipolitik enzimleri-
nin kullanimi ¢ok fazla gelistirilememistir. Bu olguya ragmen, bitkisel enzimler bazi
durumlarda hayvansal ve mikrobiyal enzimlerden daha avantajli olabilmektedir. Soyle
ki, 6zellikle bitki tohum lipazlarinin 6zgiilliik, ulasilabilirlik gibi parametreler agisin-
dan diger gruplardakinden daha kullanish olabilecegi bildirilmistir (Villeneu, 2003;
Barros, 2010).

Esterolitik enzimlerin giiniimiizde kullanim alanlarindan birisi yapay olarak gelisti-
rilen ve siklikla ester bilesenleri olan pestisitlerin giderimine ek olarak, bu tarz kimya-
sallarin ¢evresel olarak izlenmesinde kullanilmalaridir. Mikrobiyal kaynakli lipolitik

enzimlerin bu baglamda oldukga giivenli oldugu belirtilmektedir (Sood ve ark., 2016).

Detoksifikasyon tepkimelerinin Gtesinde sentetik kimyada potansiyel uygulamalar
bulan esterazlarm biyo-kataliz tepkimeleri 5nem arz etmektedir. Ozellikle endiistriyel
acidan onemli kiral bilesiklerin sentezi i¢in “Beyaz Biyoteknoloji (White Biotechno-
logy)” de kullanimlari, farmakoloji alaninda giderek daha onemli hale gelmektedir.
Agn kesici olarak yaygin bir sekilde kullanilan non-steroid bir ila¢ olan naproksen
buna iyi bir 6rnektir (Littlechild, 2015).

Esterazlar peynir ve diger siit tiirevi iirlinlerinin yapilmasinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Buradaki rolleri birgcok mandira iirlinliniin aroma, tat gibi 6zellikle-
rinin artirllmasidir. Esterlerin fermente olmus i¢eceklerin aroma kazanma stireglerinde
de 6nemli olmalar1 nedeniyle esterazlar i¢cecek endiistrisinde de uygulamalara sahip-

tirler (Sumby ve ark., 2009).

Esterazlar medikal anlamda da uygulama alanlar1 bulmuslardir. Ozellikle kolerektal

kanserlerin tedavisinde kullanilan CPT 11, irinotikan (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-



piperidino] ve karbonyoksiamfotekin gibi kimyasal unsurlarin aktivasyonlarinin este-

raz enzimleri tarafindan gergeklestirildigi bilinmektedir (Sood ve ark., 2016).

Yukarida anlatilanlarin baglaminda, bitki tiirlerinin lipolitik enzimlerinin arastirilmast
konusunda ¢abalar olmakla birlikte, bunlarin daha c¢ok ticari oneme sahip bitki
tiirlerinin lipazlar {izerine oldugu anlasilmaktadir. Bitki esterazlari ile ilgili ¢caligma-
larin ise daha nadir oldugu sdylenebilir. Bu nedenle bu baslik altinda bahsedilen uy-
gulamalar bitkilerde esterazlar dahil olmakla birlikte, daha ¢ok lipazlara atfedilmistir.
Ozellikle bitki tohumlarindaki lipolitik aktivitelerin lipit biyotransformasyon tepkime-
lerinde kullanimlar1 6nem arz etmektedir (Villeneuve, 2003). Bitkisel lipolitik enzim-
leri bu anlamda 6nemli kilan neden ise; mikrobiyal kaynaklar kullanilarak yapilan pa-
hal1 siireclerin, bitkilerde saflastirilma yapmaksizin ham doku homojenatlarinin kulla-
nimiyla yaglarin belirli bir igerik acisindan zenginlestirilmesi ve transesterifikasyon
gibi siireglerde daha maliyetsiz olarak kullanilabileceklerinin gosterilmis olmasidir
(Caro ve ark., 2000; Barros ve ark., 2010). Bu baglamda, bitki tohumlarindan lipolitik
aktivite kullanilarak biyodizel iiretiminin mikrobiyal enzimlerden daha umut verici bir
alternatif oldugu bildirilmektedir (Mounguengui ve ark., 2013). Bu alandaki ¢alisma-
lar mikrobiyal kaynakli lipolitik enzimler ile karsilastirildiginda sayisinin oldukga az
oldugu goriilmektedir. Buna gore, bitki tohumlarinin 6zellikle de yabanil olan tohum-

larin arastirilmasinin bu alanda biiyiik katki yapabilecegi kanisini tagimaktayiz.
1.9 Onobrychis Familyasinin Genel Ozellikleri

Onobrychis genusunda yaklasik 170 tiir vardir ve bunlarin ¢cogunlugu Giineybati Asya,
Akdeniz bolgesi, 1liman kosullart olan Avrupa ve Asya'da bulunmaktadir. Tiirkiyenin
ise 5 farkli kesiminde 28’i endemik olmak {izer 55 Onobrychis tiirii mevcuttur. Bu
tiirler, mera ve ¢ayir 1slahi, arazi koruma ve rehabilitasyon i¢in 6nemli bir potansiyele
sahip olup, 0zellikle ¢iftlik hayvanlar1 ve toprak verimliligi i¢in de olduk¢a dnemli bir
besin kaynagidir ayrica lireme igin de 6nemli genetik kaynaklar olarak hizmet ede-
bilmektedirler. Yem bitkilerinin tarla kosullarinda tarimsal iiretimde en ¢ok istenen
Ozelliklerinden birisi hizl1 ve tekdiize ¢imlenme yetenegidir. Bir¢ok yabanil bitki tiirii
tohumlari, uygun ¢evresel kosullar altinda bile diizglin bir sekilde filizlenemezler,
¢linkii bir¢cok yabanil tiiriin tohumlari, su alimini ve gaz aligverisini engelleyen gegi-
rimsiz bir tohum katmanina sahiptirler. Bu sebeple yabanil Onobrychis taksonunda

bulunan sert tohum katindan dolay1 olusan diisiik ¢imlenme, ekimi dnleyen en 6nemli
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engeldir. Bunun yanisira, senkronize olmayan, kotii ¢imlenme, dogal kosullar altinda

yabanil tiirlerin hayatta kalmasina izin verir (Avci ve ark., 2013).
1.10 Lipolitik Enzimler ile Yapilan Calismalar

Lipolitik enzimler canli organizmalardaki rollerinin yani sira endiistriyel kullanim
potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle yogun arastirmalara konu olmaktadirlar. Yapi-
lan ¢alismalar daha ¢ok mikrobiyal ve hayvansal kdkene sahip organizmalar olmakla
birlikte, bitkilerde yapilan ¢alismalarin daha kisitli oldugu goriilmektedir. Bu nedenle,
bu boliimde sirasiyla mikroorganizma ve hayvansal kokenli caligsmalarin giincel 6r-

nekleri ile birlikte bitkilerde yerine getirilen ¢calismalara ait 6rnekler verilmistir.

Esteraz iireten mikroorganizmalarin tanimlanabilmeleri i¢in ¢esitli yontemler ve yine
saflik derecesini maksimumda elde etmek i¢in farkli saflagtirma adimlar1 kulla-
nilmaktadir. Esterazlarin bakteriyel suslarin tanimlanabilmesi ve isimlendirilmesinde
kullanilabilen 6nemli molekiiler belirtegler oldugu bildirilmektedir (Sayali ve ark.,
2013).

Degrassi ark. (1999) Saccharomyces cerevisiae’den (maya) hiicre igi bir esterazin
saflastirilmasi, kinetik 6zellikleri ve enzimi kodlayan geninin tanimlanmasina dair ¢a-
lismay1 gergeklestirmislerdir. Bu organizmadan S-formilglutatyon hidrolaz olarak is-
lev gbren hiicre i¢i esterazi saflagtirmislar ve mol kiitlesini jel filtrasyon ve SDS-PAGE
kullanarak 40 kDa olarak belirlemislerdir. izoelektrik fokuslama teknigi ile izoelektrik
noktay1 5.0 olarak kaydetmislerdir. Enzimin optimal aktivitesini 50°C’de ve pH 7.0’de
Olgmiislerdir. Calismanin bulgular1 dahilinde enzimin, S. cerevisiae tarafindan S-for-
milglutatyona metabolize edilebilme olanagi olan formaldehitin detoksifikasyonunda

rol oynayabilecegi bildirilmistir.

Mikroorganizma kaynakli baska bir ¢alismada Gao ve ark. (2003) Archaeon aeropy-
rum pernix K1'den bir hipertermofilik esterazin klonlanmasi ve saflastirilmasi islemini
gerceklestirmislerdir. Iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile
saflastirilmasi gergeklestirilen mikroorganizma kdkenli materyalde, rekombinant pro-
tein hem esteraz aktivitesi gostermis hem de agil aminoasit salgilayan enzim aktivitesi

gostermistir. Burada elde edilen esteraz enziminin optimum sicakligi 90 °C ve pH’s1
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8.0 olarak belirlenmistir. Rekombinant protein farkli zincir uzunluklarina sahip subst-
ratlar iizerinde hidrolitik aktivite gostermesine ragmen en yiiksek aktivite p-nitrofenil

kaprilat substratinda elde edilmistir.

Metin ve ark. (2006), son zamanlarda Aydin (Tirkiye) ilinde bulunan Alangiillii termal
kaynagindan bir termofilik esteraz iireten bakteri (Bacillus sp. 4)’yi, 16S rRNA
kullanilarak analizlenmis ve Geobacillus’un yeni tanimlanmuis olan tiiriine ait Bacillus
sp. BGSC W9AS59 (%70 sekans ayriligi) ile yakindan iligkili bulunan Geobacillus sp.
HBB-4 olarak siniflandirmislardir. Geobacillus sp. HBB-4’ten ¢esitli kimyasallarin
termostabil esteraz aktivitesi iizerindeki etkilerini incelemisler ve test edilen gesitli
metal iyonlar1 arasinda esteraz aktivitesini Mn*? ve Ni*?’nin artirrken, Hg*? ve

Cu*?’nin inhibe edip Ca*?, Mg*2 ve Co*?’nin ise etkisinin olmadigini belirlemislerdir.

Sana ve ark. (2007) deniz ortamindan izole ettikleri Sundarbans’larin tuza dayanikli
bir Bacillus tiiriinden dimetilsiilfoksit toleransh esterazi saflastirmis ve karakterizas-
yonunu gerceklestirmislerdir. Gergeklestirilen bu calismada enzim, %6.4’liikk bir geri
kazanim (spesifik aktivite 569.2 U/mg protein), ile amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ar-
dindan anyon ve katyon kromatografileri kullanilarak 42.7 kat saflastirma yapildigi
bildirilmistir.

Bacillus pumilus’tan yeni bir esteraz enziminin klonlanmasini, ekspresyonunu ve
karakterizasyonunu gerceklestiren Xue ve ark. (2013) enzimin molekiil kiitlesini 28.4

kDa olarak buluslar ve CE1 olarak adlandirdiklar1 enzimi eksprese etmislerdir.

Kim ve Baik (2015) insan bagirsak bakterisinden (Lactobacillus acidophilus F46)
izole ettikleri rekombinant bir yeni sinamoil esterazinin 6zelliklerini belirlemislerdir.
Saflagtirilan enzimde, SDS-PAGE ile yaklagik olarak 27 kDa’lik bir molekiil kiitlesine
sahip tek bir bant bulmuslardir. En yiiksek aktivite pH 7.5 ve 50°C’de belirlenmistir.
Bunun yani sira enzimin pH 4.0-9.0 araliginda stabilite sagladigini ve termal stabilite-
nin ise 50°C’nin tizerindeki sicakliklarda hizla azaldigini belirlemiglerdir. Bu laktik
asit bakterisinin endiistriyel uygulamalarda 6nemli bir potansiyele sahip oldugu vur-

gulanmustir.

Sharma ve ark. (2016) Bacillus pumilus’dan yiiksek molekiil kiitleli ekstraseliiler bir
esterazi saflastirmis ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Esteraz, hiicre disi

bir kiiltiir besi yerinden jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak % 22.5 verim ve 7.7
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kat saflagtirma parametrelerine sahiptir. Arastirmacilar, SDS-PAGE teknigi ile en-

zimin molekiil kiitlesini 17 kDa olarak belirlemislerdir.

Santi ve ark. (2016) bir deniz bakterisini (Thalassospira sp) materyal olarak kullanip,
yeni bir soguk-aktif ve tuz-toleransli esterazin biyokimyasal karakterizasyonu ve
yapisal analizini ger¢eklestirmislerdir. Bir bagka psikrofilik enzim ¢aligsmasi esterazin
(EaEST) kristal yapis1 ve fonksiyonel karakterizasyonu {izerine gerceklestirilen ¢alis-
mada Lee ve ark., (2017), bu enzimin kaynagi olarak soguk seven baska bir deyisle
psikrofilik Exiguobacterium antarctium B7 bakterisini kullanmiglar. Bu bakteriden

yeni mikrobiyal karakterde bir esteraz olan EaEST’yi tanimlamiglardir.

Fritsch ve ark. (2017), farkli Lactobacilli ve Bifidobacteria’dan sinamoil esterazin
karakterizasyonunu gergeklestirdikleri bir ¢alisma yapmislardir. Gidanin iiretimi asa-
malarinda kullanilan ¢ok ¢esitli bitkiler esterlenmis hidroksisinamik asit icermektedir-
ler ve bunlarin serbest formlar1 insan bagirsaklarinda anti-oksdatif, anti-karsinojenik
etkiler, gelismis bir emilim, gelismis protein ¢oziiniirliigli ve azaltilmis renk degisimi
gibi faydalar sergilediginden ester bagini kesip ¢ikarabilmek i¢in mikrobiyal kabiliyeti
yiiksek diizeyde tutmaktadirlar.

Yenilebilir tiirde bir matar olan Lycoperdon perlatum pers (Lycoperdaceae, Agari-
cales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Basidiomycota, Fungi)’de potansiyel agi-
dan bir esterolitik aktivite kesfi yapilmistir. Ham 6ziitlerin dogal jel elektroforezi so-
nucu Rf degerlerinin 0.34, 0.39, 0.52 ve 0.59 oldugu dort bant gosterilmistir. Bu ¢alis-
mada en uygun substratin belirlenmesinde esteraz en yiiksek aktiviteyi p-nitrofenil
asetat i¢in gostermistir. Ham 6ziit i¢in kullanilan L. perlatum’un optimum tepkime

kosullar1 pH 8.0 ve 40 °C’de olarak bildirilmistir (Colak ve ark., 2009).

Liu ve ark. (2013), ester iiretim alaninda ticari kullanima uygun mitkemmel 6zelliklere
sahip esterler olmadigini diisiindiiklerinden aragtirmacilar daha alisilmamais esterazlar
arayip, ester sentezi igin karakterizasyonlarini ortaya koymak amaci ile ¢aligmalarini
yuriitmiisler ve Rhizomucor miehei’nin verimi yiiksek olan ester sentezini gosteren ilk
fungal esterazin biyokimyasal karakterizasyonunu gergeklestirdikleri bir caligma

yapmuglardir.
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Gegmisten glinlimiize degin hayvansal organizmalarin kullanildigr birgok lipolitik
enzim saflastirilmasi ¢caligsmast bulunmaktadir. Bu ¢alismalar incelendiginde endiistri-
yel alanda kullanilma potansiyeli olan esteraz enzimlerinin tanimlanmasi ya da este-
razlarin belirte¢ olarak kullanildig1 ¢evresel etki degerlendirme ¢aligmalarinin oldu-

gunu gormekteyiz. Buna gore;

Cherif ve ark. (2007) yengeg¢ sindirim lipazin1 hepatopankreastan saflastirmislar ve
ilging kinetik 6zelliklere sahip oldugunu belirtmislerdir. 65 kDa molekiil kiitleli enzi-
min bilinen diger sindirim lipazlarindan farkli olarak gerek uzun, gerekse kisa zincirli
triagil gliserolleri iizerinde maksimum aktivite sergiledigini bildirmislerdir. Daha
Oonemlisi saflastirilmis enzim 60 °C’da maksimum aktivite gostermesi agisindan biyo-

teknolojik 6nem arz ettigi bildirilmistir.

Kolarich ve ark. (2008), insan plazmasinda bulunan yiiksek glikolize bir protein olan
biitirilkolinesterazin (hBChE’nin) karakterizasyonunu, insan plazmasindan saf-

lagtirarak gerceklestirmislerdir.

50 °C sicaklik ve 8.5 pH degerlerinde optimum aktivite gosteren bir esteraz hindiden
saflagtirilmis olup, endiistriyel ve biyoteknolojik 6neme sahip olacagi yoniinde bildi-

rim yapilmis ender ¢aligsmalar arasindadir (Cherif ve Gargouri, 2010).

Hepatopankreasin omurgalilarda detoksifikasyon siire¢lerinde dnemli rolleri oldugu
bildirilmektedir. Buna gore, Macrobium amazonicum, M. Jelskii ve M. Brasiliense tiir-
lerinin esterolitik aktivitesini degerlendiren bir calismada tiirlerin on iki farkli esteraz

bandina sahip olduklarini ortaya koymustur (Lima ve ark., 2013).

Araujo ve ark. (2016) Parachromis managuensis’in beyin asetilkolinesteraz (AChE)
kinetik parametrelerini karakterize etmis ve biyo-belirte¢ olarak kullanilabilecegini
onermislerdir. Elde ettikleri bulgulara gére; P. managuensis beyin AChE’nin ¢alisilan
agir metaller ve pestisitler icin, O6zellikle tavsiye edilen uluslararast sinir kon-
santrasyonundan 6 kat daha diisiik seviyeler tespit edebilen karbamat karbofuran igin

potansiyel bir biyobelirte¢ oldugunu yayinlamislardir.

Sole ve Sanchez-Hernandez (2015) ilag ve kisisel bakim {irtinlerinin (PPCP) tath su ve

deniz ekosisteminde bulunan bir¢ok yeni nesil kirleticilerin bir boliimiinii olustur-
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dugunu ve bu bilesenlerin ¢evresel derisimleri diislik oldugunda bile sucul organizma-
larda sublettal etkilere (6rnegin, enzim inhibisyonu) neden oldugunu bildirmislerdir.

Bu c¢aligmada baliklarda karboksil esteraz enziminin inhibisyonu degerlendirilmistir.

Noral iletisimden sorumlu sinir impluslarinin aralikli gegmesini saglayan ndrotrans-
mitter asetilkolinin hidrolizi {izerinde etkili olan serin esteraz grubu enzim olan Ase-
tilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7), baz1 pestisitlerin etkisi i¢in ana hedeftir ve biyo-
marker olarak da kullanilabilecegi bildirilmektedir. Bu baglamda Mangrov istiridyesi
(Crassostrea rhizophora) asetilkolinesterazi karakterize edilmistir. C. rhizophorae so-
lungaglar1 ve i¢ organ AChE i¢in en uygun pH ve sicaklik sirasi ile 8.0 / 70°C ve 8.5 /
75°C olarak belirlenmistir. Her iki dokudaki enzim i¢in Michaelis-Menten sabitini so-
lungag i¢in 1.32 + 0.20 mM ve i¢ organlar (visera) i¢in 0.43 + 0.12 mM ve Vmax
degerleri sirasi ile 53.57 + 1.72 ve 27.71 £ 1.15 mU/mg olarak kaydedilmistir. Ter-
mostabil enzime sahip oldugu belirlenen Mangrov istiridyesi’nin ¢evre kirliliginin bi-
yolojik gdzlemi i¢cin umut verici 6zelliklere sahip bir model organizma oldugu bildi-

rilmigtir (Souza ve ark., 2018).

Pahoja ve Settar (2002) bitkisel, hayvansal ve mikroorganizmlardan lipazlarin katalitik
aktivitelerinin genel bir semasini ¢izen Onemli bir makale yaymlamislardir. Bu
makalede, boceklerde daha ¢ok plazma, tiikriik bezleri, kaslar ve yag dokularinda bu-
lunan lipolitik aktivitenin, memelilerde pankreas ve gastrik mukozanin mukus hiicre-
leri gibi alanlarda bulundugunu bildirmislerdir. Bitkisel dokular ile ilgili bildirileri ise,
lipolitik aktivitenin triagilgliserollerin fazla miktarlarda bulundugu gelisen tohumlarin

yiyecek depo rezervuarlarinda oldugu yoniindedir.

El-Kouhen ve ark. (2005) memeli ve mikroorganizmalarda lipolitik enzimlerin yogun
bir sekilde calisildigini ancak bitkisel lipazlar hakkinda ¢ok az calisma mevcut
oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle, Arabidopsis bitkisi iizerinde cDNA teknikleri
kullanilarak yapmis olduklar1 ¢alismalarda memeli asit lizozomal lipazina ¢ok fazla
homoloji gosteren bir triagilgliserol lipazin optimum pH 6°da ve triolein substrat ola-
rak kullanildiginda spesifik aktivitesinin 45 pmol min™* mg protein oldugunu belirle-

mislerdir.

Linum usitatissimum (keten tohumu)’nun germinasyon siirecinde yapilan elektrofo-

retik bir saflagtirma ¢alismasinda, 42 kDa’luk bir lipolitik protein belirlenmistir. Enzi-

14



min optimum pH’1 4.7 olarak belirlenmekle birlikte, triagilgliserollerin genis bir dizi-
ninde aktif oldugu bildirilmistir. Yiiksek EDTA ve tuz konsantrasyonlarinda hafif bir
sekilde etkilenen aktivitenin iyonik olmayan deterjanlarin yliksek konsantrasyonla-
rinda 6nemli sekilde inhibe oldugu belirlenmistir. Bu veriler L. usitatissimum’un ger-
minasyonu esnasinda lipitlerin hidrolizinden sorumlu olan bir asit lipazin varligimni

Onermistir (Sammour, 2005).

Farkli besin kosullar1 altinda kokonat (Cocos nucifera linn) tohumlarinin ham doku
lipaz aktivitesi kokonat yagi, triolein, tripalmitin ve zeytin yagi kullanilarak belirlen-
mistir. Onemli bir bulgu olarak, enzimin en iyi substratinin yine nativ substrat1 olan
kokonat yagi olarak bulunmustur. Enzim 35 °C’da optimum sicakliga sahip olup,
pH’1n 7.5 ila 8.5 arasinda genis bir dizinde pH optimumuna sahip oldugu bildirilmistir
(Ejedegba ve ark., 2007).

Olea europaea (zeytin) bitkisinin poleninin germinasyonu esnasinda sahip oldugu
esterazlar tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Buna gore, yag kiitlesi ve kiiclik ve-
zikiillerde, polen tiip duvarmnin kalloz tabakasi ve polen intininde 20 adet spesifik ol-
mayan esteraz bandi tanimlanmistir. Ayrica, apertiir, polen kilifi ve ekzin gibi polen
kisimlarinda asetilkolin esteraz aktivitesinin varligi belirlenmistir. O. europaea pole-
ninin fonksiyonel olarak karboksilesterazlar, asetilesterazlar, asetilkolin esterazlar ve
lipazlar’dan olustugu sonucuna ulasilmasiyla birlikte, bir bitkinin poleninde yapilan
ilk esteraz siiflandirmasi ¢alismasi olmasi agisindan 6nemli oldugu vurgulanmistir

(Rejon ve ark., 2012).

Ricinus communis, Zea mays, Helianthus annus ve Passiflora edulis bitkilerinin to-
humlar1, konsantre yag asidi tiretimi i¢in yag1 hidrolize etmede uygulamalari i¢in arag-
tirllmugtir. Ayrica bu bitkilerin lipazlarinin katalitik aktiviteleri tizerine pH, sicaklik,
tohum germinasyon periyodu ve farkli zincir uzunluklu substratlarin etkileri degerlen-
dirilmistir. Buna gére, R. communis tohum ekstraklarinin lipolitik aktivitesi emiilsifiye
edici unsurlarin yoklugunda en fazla aktiviteyi sergilemistir. Bu nedenle calisilan bit-
kilerden R. communis’in farkli bitkisel yaglarin hidrolizinde uygun olabilecegi bildi-

rilmigtir (Santos ve ark., 2013).

Patui ve ark. (2014) tohum germinasyonu esnasindaki Coffea arabica (kahve)’nin
lipaz aktivitesini belirlemeye ¢aligmislardir. Buna gore, tohumlarin inhibisyonunudan
Oonce mevcut olan lipaz aktivitesinin tohum germinasyon siirecinin ilerlemesiyle arttig

15



belirlenmistir. Ayrica tohum lipaz aktivitesinin hem endokarp igeren hem de igerme-
yen bitki tohumlarinin 6zelliklerini ¢agristirmasi nedeniyle bifazik oldugu belirtilmis-
tir. Kahve tohum 6rneklerinde anti-lipaz antikoru ile yapilan immunokimyasal analiz
ile enzimin 60 kDa’luk bir protein oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢alisma, kahve tohum-
larinin antioksidan 6zelligi hakkinda da bilgi vermis olup, endokarpin varligi lipofilik
fraksiyonun oksidasyonunu diislirmesi agisindan hayati derecede 6nemli bulunmus ve

endokarpli bitkinin oksidasyona daha az yatkin oldugu bildirilmistir.

Piring tiim diinyada en fazla tiiketilen temel gidalardan birisidir. Piring mahsuliiniin
ekonomik degerinin piring 6gilitme siireci esnasinda elde edilen bir yan iiriin olan piring
kepegi yagi iiretilerek artirilacagi bildirilmektedir. Bu siirecin 6niindeki en 6nemli zor-
luk ise pirincin sahip oldugu lipolitik aktivitenin barindirdigi yagi dekompoze etmesi-
dir. Bu nedenle, biyoinformatik araglar kullanilarak 125 piring (Oryza sativa ssp japo-
nica) geni incelenmis ve piring kepeginde yeni bir lipaz belirlenmistir. Bu lipazin pi-
ringte bulunan triagilgliseroldeki oleik asit ve linoleik aside ¢ok yiiksek afinitesi ol-

dugu gosterilmistir (Tiwari ve ark., 2016).

Lipolitik enzimlerin tiim canli gruplarinda bir¢ok ¢alismaya konu olduklar1 yukarida
verilen literatiir bilgilerinden anlagilmaktadir. Burada genellikle 2000 y1l1 sonrasinda
yerine getirilen ¢alismalarin derlenmesine 6zen gosterilmistir. Bu ¢aligmalar incelen-
diginde, lipolitik enzimlerin mikroorganizma ve hayvansal organizmalarin diizeyinde
gerek biyolojik gerekse in vitro uygulamalarina yonelik ¢cok sayida calisma mevcut
olmasina ragmen, bitkilerde bu konudaki ¢aligmalarin yetersiz kaldig1 ortaya ¢ikmak-
tadir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda endemik bir yabanil bitki tiirii olan Onobrychis
tournefortii’nin germine olmamis tohumundan esterolitik bir fraksiyonun saflastiril-
mast ve elde edilmis olan bu fraksiyonun molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesine ¢a-

listlmustir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Kullanilan Kimyasallar

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit), PVP (Polivinilprolidon), DTT (Dithiothreitol),
Tris (Hidroksimetil aminometan), BSA (Bovin serum albiimin), a-naftil asetat, p-NPB
(4-nitrofenil butirat), p-NPA (4-nitrofenil asetat), p-NPD (4-nitrofenil dekanoat), p-
NPP (4-nitrofenil palmitat), Fast Blue RR Salt, Bradford protein boyasi, akrilamid,
bisakrilamid, APS (Amonyum Persiilfat), TEMED (Tetraetilenmetilendiamin), Glisin
kimyasallar1 sigma marka kullanilmistir. Hekzan, metanol, etanol, asetonitril, aseton,
asetik asit ve diger ¢oziicliler Merck marka kullanilmistir. Tim kullanilan kimyasallar

ya Merck ya da Sigma marka olup molekiiler biyolojik saflikta bulunmaktadir.
2.2 Kullamilan Cozeltiler

Yapilan deneyler esnasinda kullanilan tiim tepkenler ve igerikleri asagida belirtil-

mistir.

Homojenat Tamponu: 50 mM Tris-HCI pH: 7,40 (0,2 g PVP, 1mM (0,07 g) EDTA,
ImM (0,03g DTT katkilr)

Aktivite Tamponu: 50 mM Tris-HCI pH: 8,0 (%4 Etanol katkili)

Kolon Denge Tamponu 1: 20 mM Tris-HCI pH: 7,35 (Jel Filtrasyonu Igin)

Kolon Denge Tamponu 2: 20 mM Tris-HCI pH: 7,35

Akrilamid/Bisakrilamid (29,2 g + 0,8 g)

Ayirict Jel: 1.5 M Tris-HCI (pH:8,8)

4X Yikleme Jeli: 0.5 M Tris-HCI pH: (6,8)

5X Tank Tamponu: 15 g Tris, 72 g Glisin (pH:8,3)

Substrat Cozeltisi: 50 mM p-NPB (p-nitrofenil biitirat, saf asetonitrilde ¢oziilmiistiir)

. Organik Coziiciiler: Metanol, Etanol, Hekzan, Aseton, Asetonitril

. EDTA (etilendiamintetraasetik asit)

2.3 Kullanilan Cihazlar
Ultra-Turrax T 25 Homojenizator
WiseTis Homogenizer (Wisd Laboratory Instruments)

Universal 320 Hettich santrifiij
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Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible spektrofotometre
Sanyo MSE MS 60 sogutmali ultrasantrifiij

Grant LTD 60 sirkiilatorlii su banyosu 1s1 inkiibatori

pH metre

Vorteks

Is1 inkiibatorlii manyetik karistirici

Peristaltik pompa

Protein elektroforezi (Dikey)

2.4 Bitki Orneklerinin Temini

Onobrychis tournefortii (Wild.) Desv. bitkisi Sivas ili sinirlari igerisinden toplanmis
ve laboratuvara getirilmistir. Bitki 6rnekleri dogrudan -20 °C’daki bir derin don-
durucuda muhafaza edilmistir. Daha sonra O. tournefortii tiirtiniin tohumlar1 buzlu
ortam altinda ¢ikarilmis ve elde edilen bitki tohumlar1 ¢alisma materyali olarak kulla-

nilmak tizere yine -20 °C’da depolanmustir.

2.5 Esteraz Enziminin Saflastirilmasi i¢cin Temin Edilen Onobrychis tournefortii

Bitki Tohumunun Homojenizasyonu

Bitkinin tohumlar1 bir makas yardimu ile dikenli kabugundan ayrilarak toplanmuistir.
Tohumlar el degirmeninde ogiitiillerek hassas bir terazi ile 3,140 g olacak sekilde tar-
tilmistir. Onobrychis tournefortii 50 mM ve pH=7,40 olan PVP’li homojenat tamponu
igerisinde bir miktar bekletilmistir. PVP’li homojenat tamponu igerisindeki 6rnege 15
ml olacak sekilde PVP’li homojenat tamponu eklenip buzlu bir ortam saglanarak 2-3
dakikalik siireyle 24,000 devir.dk ! hizda WiseTis (Wisd Laboratory Instruments) mar-
kali homojenizatdrde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatta bitki dokusunun
pargalarinin kalmamasi i¢in homojenize edilen 6rnege 30 ml olacak sekilde PVP’li
homojenat tamponu eklenerek buzlu bir ortamda 1-2 dakika homojenizatérde 1500
devir.dk ! hizla tekrar homojenize edilmistir. Elde edilen siipernatantlar birlestirilerek

enzim saflastirma c¢alismalarida kullanilmistir.
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2.6 Santrifiijleme islemleri

Homojenizasyon islemi gergeklestirilmis olan homojenize 6rnek Universal 320 Het-
tich Zentrifugen markali santrifiijde 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Yeteri de-
recede ¢cokme isleminin saglanabilmesi i¢in 6rnek ayn1 markali santrifiijde 10 dk daha
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi homojenat hacmi 23 ml dl¢iilmiistiir. Ornek
MWCO (Molecular Weight Cut-Off) degeri 10 kDa olan ultrafiltratorde konsantre
edilmistir. Elde edilen fraksiyonda gerek iist sivinin gerekse ¢okeltinin enzim aktivitesi

ve protein miktari dl¢lilmiistiir.
2.7 Kromatografik islemler

Onobrychis tournefortii bitkisinden esteraz enziminin kromatografik saflastirma is-
leminde sirali bir sekilde, anyon degisim kromatografisi olan Q sefaroz, jel filtrasyon

kromatografisi olan Sefakril S-200 HR kosullar1 ayni olacak sekilde uygulanmustir.
2.7.1 Q sefaroz anyon degisim kromatografisi

O. tournefortii’nin tohumundan esterolitik bir fraksiyonun saflastirilmasi amaciyla ilk
olarak Q sefaroz (% 20 etanol igerisinde kullanima hazir) iyon degisim kromatografisi
kullanilmistir. Bu dolgu maddesinden 20 mL alinarak hazirlanan kromatografi
diizenegindeki kolona doldurulmus ve kolon etanolii uzaklastirmak amaci ile kolondan
distile su gegirilerek yikanmistir. Daha sonra derigimi 20 mM ve pH’s1 7.35 olan kolon
denge tamponu ile yikanan kolon dengelenmistir. Ornek kolona uygulandiktan sonra
pompa yardimiyla kolona baglanmayan seriler, kolon denge tamponuyla yikanmak su-
retiyle toplanmistir. Kolona baglanmayan serilerin toplanmasindan sonra, bagli bulu-
nan proteinlerin toplanabilmesi igin kolon sirasiyla 100, 200, 400, 500, 800 mM NaCl
tuz serileri ile yitkanmistir. Tiiplere toplanan eliisyonlarin 280 nm dalga boyundaki
yaklasik protein miktarlar1 ve 405 nm dalga boyunda esteraz aktiviteleri belirlenmistir.

Aktivite gosteren tiipler alinarak bir sonraki kromatografi i¢in hazirlanmigtir.
2.7.2 Sefakril S-200 HR jel filtrasyon kromatografisi

Saflagtirma ¢alismasinin ikinci evresinde jel filtrasyon kromatografisi kullanilmistir.
Bu amagla, yine % 20’lik etanol ¢6zeltisi igerisinde ticari olarak elde edilen Sefakril
S-200 HR kolon dolgu maddesi kullanilmistir. Bu dolgu maddesinden 20 mL alinarak

onceden hazirlanmis kromatografi diizenegindeki kolona doldurulmustur. Yukarida Q
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sefaroz islemi i¢in gerceklestirilen kolon yikama isleminin bu saflastirma adimina uy-
gulanmasinin ardindan etanol uzaklastirilarak kolon derisimi 20 mM ve pH’s1 7.35
olan 50 mM NacCl katkil1 kolon denge tamponu ile kolon dengelenmesi saglanmustir.
Dengeleme islemi sonrasinda, bir 6nceki Q-sefaroz kolonundaki aktivite gosteren Or-
nekler konsantre edilerek Sefakril S-200 kolonuna uygulanmustir. Peristaltik pompa
yardimiyla kolona uygulanan 6rnek NaCl igermeyen 20 mM ve pH’1 7.35 olan tampon
ile toplanmigtir. Toplanan tiim tiiplerde yine Q sefaroz iyon degisim kromatografi-
sinde oldugu gibi, protein miktar1 (280 nm) ve esterolitik aktivite igerikleri (405 nm)
aragtirtlmistir. Aktivite gosteren tiipler toplanarak ¢alismanin daha ileri evrelerinde

kullanilmak tizere derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
2.8 Esteraz Enzim Aktivitesi Tayinleri

Bitki dokusu Orneginin esteraz aktivitesi tayinleri Biilow ve Mosbach (1987)’nin
yonteminde c¢esitli degisiklikler yapilarak dl¢iilmiistiir. Aktivite 6l¢timii i¢in pH’1 8,0
olan % 4 etanol katkili 50 mM Tris-HCI ¢ozeltisi aktivite tamponu olarak hazirlanip
kullanilmistir. Substrat olarak 50 mM derisimde olacak sekilde saf asetonitrilde hazir-
lanan 4-nitrofenil bitirat (p-NPB) ¢ozeltisi kullanilmistir Calismalar esnasinda 5 mL
olacak sekilde aktivite tampon serileri taze olarak (4900 pl aktivite tamponu ve 100 pl
substrat (p-NPB) ¢ozeltisinden olusan karigim) hazirlanip 30°C’de inkiibe edilerek ak-
tivite 6l¢limii i¢in kullanilmistir. Toplamda hacmi 1 ml olan kuvartz kiivetlerden akti-
vite tiipii 990 pl substrath aktivite tamponu ve 10 pl homojenat ve kolon 6rnekleri
olacak sekilde hazirlanmistir. Kor tiipti ise 1000 pl olacak sekilde substratl aktivite
tamponu eklenerek hazirlanmistir (Tablo 1). Tiim aktivite 6l¢iimlerinde Grant LTD 60
sirkiilatorlii su banyosu 1s1 inkiibatorii olarak kullanilmis ve Thermo Scientific Evolu-
tion 201 UV-Visible markali spektrofotometrede aktivite Olglimleri 405 nm ve
30°C’de 3 dk boyunca kore karst okunmustur. Caligma esnasinda ¢ok konsantre olup
aktivite dl¢limii yapilamayan bazi drnekler seyreltilmis ve hesaplamalarda bu seyrelt-
meler dikkate alinmistir. Bir enzim {initesi (IU) 1 dakika boyunca 30 °C’de 1 pmol p-
NPB’nin p-NP (p-nitrofenol)’e doniisiimiinii saglayan enzim miktari olarak nitelendi-

rilmigtir (Gorgiin ve Akpinar, 2012; Gorgiin ve Zengin, 2015)
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Tablo 1 Standart enzim aktivite dl¢lim yontemi tiip igerikleri

Tepkime Bilesenleri Kor tiipii (nI)  Ornek tiipii (ul)
Substrat (pNPB)’l1 Aktivite Tamponu 1000 990

Enzim Cozeltisi - 10

Toplam tepkime hacmi 1000 1000

2.9 Protein Miktar Tayinleri

Kromatografik islemler gerceklestirilirken elde edilen eliisyon tiiplerinin protein
miktarlar1 280 nm dalga boyunda kabaca belirlenmistir. Konsantrasyonlar1 yiliksek
olup spektrofotometrede 6lglimii alinamayan drnekler seyreltilmis ve hesaplamalar es-
nasinda seyreltmeler dikkate alinmistir. Saflastirma tablosunun olusturulmasinda ak-
tivite gosteren eliisyon tiipleri birlestirilerek kolona uygulama 6ncesinde protein mik-
tarlar1 Bollag ve ark. (1996) tarafindan gelistirilen ve boya olarak Coomassie Brillant
Blue G-250’nin kullanildug yontem araciligiyla 595 nm’de spektrofotometrede 6l¢iil-
miistiir. Proteinin standart egrisinin hazirlanmasinda sigir serum albiimini (BSA) kul-
lanilmistir. Bu maksatla 1 mg.ml'l konsantrasyonda BSA hazirlanip 0.0, 2.5, 5.0, 7.5,
10.0, 12.5, 15.0, 20.0, 30.0 ul olacak sekilde ependorflara eklenmistir. Yine ependorf-
lara homojenat ve kolon drneklerinin farkli hacimlerde (ul) 6rnekleri eklenmistir. Bii-
tiin ependorf tiiplerine hacimleri 100 pl olacak sekilde distile su eklenmstir. Ardindan
ticari olarak temin edilen Bradford boyasi biitiin ependorflara 1 ml eklenmis ve tiipler
vortekslenerek 15 dakika bekleyecegi sekilde karanlik bir ortama birakilmistr. Bek-
leme siiresinin tamamlanmasindan sonra spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda

tiiplerin absorbansi alinmis ve protein miktarlar1 belirlenmistir.
2.10 O. tournefortii Tohum Esterazina Sicakhigin Etkisi

O. tournefortii tohum esterazina sicakligin etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in farkli
sicakliklar (4, 10, 20, 30, 40, 60) kullanilmistir. Bunun igin 10 pl 6rnek hedeflenen
sicakliklarda 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi tamamlanan enzim ¢dzeltile-
rine standart aktivite 6l¢lim yontemi uygulanmis ve aktivite degerleri ii¢ tekrarli olacak

sekilde elde edilmistir.
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2.11 O. tournefortii Tohum Esterazina pH EtkKisi

pH degerlerinin 5.7, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 oldugu noktalarda esterolitik aktivite
degerlendirilmistir. Bu amag i¢in pH’1n 5 ile 7 oldugu aralikta fosfat tamponu kullani-
lirken, 8 ile 10 arasindaki pH degerlerinin aktivite {izerine olan etkisini belirlemek igin
tris tamponu kullanilmistir. 10 pl enzim 6rnegini barindiran ependorf tiipler ilgili
pH’da 15 dk siireyle inkiibe edilmis ve standart aktivite yontemi ile bu pH’larda 61-

¢limler yapilip enzim aktiviteleri 6l¢timler {i¢ tekrarli olacak sekilde belirlenmistir.
2.12 O. tournefortii Tohum Esterazina Substrat (p-NPB) Derisiminin EtKisi

Substrat etkisinin belirlenebilmesi i¢in p-NPB’nin farkli derisimlerinin aktiviteleri
standart enzim aktivitesi yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bulunan enzim aktvitele-
rinin hizlar dahilinde Km ve Vmax degerler elde edilmistir. Biitiin denemeler {i¢ tekrarh

olacak sekilde gerceklestirilmistir.
2.13 O. tournefortii Tohum Esterazina Substrat Zincir Uzunlugu Etkisi

O. tourneofortii tohumundan elde edilen esteraza substrat zincir uzunlugunun belir-
lenebilmesi maksadiyla farkli zincir uzunluklarinda substratlar (p-NPA, p-NPB, p-
NPD, p-NPP) kullanilmistir. Farkli substratlar: iceren enzim orneklerinin aktiviteleri
standart enzim aktivite yontemi ile belirlenmistir. Tiim dl¢timler {ig tekrar olacak se-

Kilde gergeklestirilmistir.
2.14 Elektroforetik Calismalar

a—esteraz band deseni ¢alismas1 Gorgiin ve Zengin (2015)’e gore bir takim modifi-
kasyonlarla yerine getirilmistir. Bu amagla Native PAGE elektroforezi yapilmis ve
%8’lik jel kullanilmustir. Ornekler elektroforez diizeneginde 1 saat 30 dakika boyunca
300 volt 100 mA akim gegirilerek sekilde Tris-Glisin tampon ¢ozeltisinde (pH 8.3
0.025 M Tris ve 0.192 M Glisin) yiiriitiilmiistiir. Elektroforez asamasinda kullanilan

cozeltiler su sekilde hazirlanmistir:
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2.14.1 Cozeltiler
2.14.1.1 AKkrilamid / Bisakrilamid cozeltisi

100 mL distile su igerisinde 29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid ¢oziindiiriilerek

hazirlanmustir.
2.14.1.2 Ayirma jeli tamponu (4X)

18.15 g Tris tartilmis ve pH’s1t 5 N HCI varhiginda 8.8 olacak sekilde ayarlanarak

distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanmuistir.
2.14.1.3 Yiikleme jeli tamponu (4X)

3 g Tris tartilmis ve pH’s1 5 N HCl varliginda 6.8 olacak sekilde ayarlanarak distile su

ile hacmi 50 mL’ye tamamlanmuistir.

2.14.1.4 % 10 SDS

5 g SDS tartilmis ve hacmi distile su ile 50 mL’ye tamamlanmustir.
2.14.1.5 %10 Amonyum persiilfat (APS)

0.5 g APS katis1 tartilarak 5 mL distile su igerisinde ¢dziindiiriilerek hazirlanmistir

(Taze olmasi i¢in kullanilmadan hemen once hazirlanmistir).
2.14.1.6 Ornek uygulama tamponu (2X)

2.5 mL yiikleme jeli tamponu, 4 mL %10’luk SDS ¢ozetlisi, 2 mL gliserol, 1 mL -
merkaptoetanol, 0.01 g Bromophenol mavisi karistirilarak hacim distile su yardimiyla

10 mL’ye tamamlanmaistir.
2.14.1.7 Tank Tamponu (5X)

15 g Tris ve 72 g glisin tartilip hacmi disitile su kullanilarak 1 litreye tamamlanmistir

(Seyreltmesi 5 kat olacak sekilde hazirlanarak kullanilmistir).
2.14.2 Giimiis boyama

Gergeklestirilen elektroforetik islem sonrasinda jellerin boyanmasi adiminda giimiis
boyama teknigi de kullanilmistir. Glimiis boyama i¢in kullanilan ¢ozeltiler agsagidaki

gibi hazirlanmistir:
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2.14.2.1 Fiksatif cozeltisi

% 40 (v/v) olacak sekilde hazirlanmis metanol ¢ozeltisi igerisine % 37°lik formaldehit
(CH20) kimyasalindan 0.5 mL eklenerek ¢ozeltinin hacmi distile su ilave edilere 1 L’

ye tamamlanmistir.
2.14.2.2 On gelistirme ¢ozeltisi

0.2 g Na2S203 (Sodyum tiyosiilfat) tartilarak hacmi 1L olan distile su icerisinde ¢o-

ziindiiriilerek kullanima hazirlanmistir.
2.14.2.3 Giimiis nitrat (% 0.1°lik)

Boya ¢ozeltisi olarak kullanilacak bu ¢ozelti igin 0.1 g giimiis nitrat (AgNO3) tartilarak
1 L distile su ile ¢6ziindiiriilmiistiir. Bozunma olmamasi i¢in oda sicakliginda amberli

sise igerisinde muhafaza edilmistir.
2.14.2.4 Bant olusturma cozeltisi

Sodyum karbonat (Na.CO3) kimyasalindan 30 g tartilip 20 ml 6n gelistirme ¢ozeltisi
ile birlikte 1 L distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Cozeltiyi kullanmanin hemen

oncesinde % 37’lik Formaldehit ¢6zeltisinden 0.5 mL ilave edilmistir.
2.14.2.5 Sitrik asit ¢ozeltisi (2.3 M)

22.1 g sitrik asit 50 mL distile su ile ¢oziindiirilmistiir.

2.14.3 Native-PAGE islemi

Islemler detayli olarak su sekilde gerceklestirilmisti: Elektroforez isleminin hemen
oncesinde elektroforez camlar distile su ile yikanmis ve ardindan leke kalmamasi ve
steril olmasi i¢in etanol ile silinmistir. Jel dokme aparati arasina yerlestirilen camlar
arasina %10’luk ayiric1 jel dokiilmiistiir. Bu islem i¢in, 50 m1’lik falkon tiipe hacmi 25
mL olacak sekilde 8.3 mL akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi, 6.3 mL 4X ayirma jeli
tamponu, 10.14 mL distile su, 0.25 mL APS (Amonyumpersiilfat) ¢ozeltisi hazir edil-
mistir. Bu ¢ozeltinin {izerine 10 uL TEMED c¢o6zeltisi ilave edilerek beklemeden kari-
sim camlar arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek dokiilmiistiir. Dam-
lalik kullanilarak jelin {izerine ylizeyin diizeltilmesi amaciyla az miktarda n-biitanol
ilave edilerek tarak jel donmadan hemen yerlestirilmis ve jelin donmasi beklenmistir.

Daha sonra jel donunca yiizeyde kalan n-biitanol bir kurutma kagidi araciligiyla jelden
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iyice uzaklastirilmistir. Tarak ¢ikarildiktan sonra mevcut 6rneklerin ve markirin yiik-

lenecegi kuyucuklar diizeltilmistir.

Bes kat seyreltilmis SDS icermeyen tank tamponu, jelin alt ve iist tabakalarina gore
doldurulmustur. Sonra eliisyon tiiplerinde bulunan 6rnekler ile marker kuyucuklara
yiikklenmistir. Yiikleme sirast not alinmistir. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak
cihaz 1 saat 20 dk boyunca 300 V 100 mA akim gegirilecek sekilde ayarlanmistir.
Markirin en sondaki renkli band1 jelden ¢ikmaya yakin elektroforez islemi durdurul-
mustur. Yiriitme icin 1 saatin yeterli oldugu gézlenmistir. Elektroforez islemi bittikten
sonra cam jel dokme aparatindan ¢ikarilarak camlar arasinda bulunan jel yirtilmama-
sina dikkat edilerek distile su yardimiyla ¢ikartilarak boyama islemi i¢in hazirlanmis-

tir.

Jel 6nce 1 ml asetonda ¢6ziinmiis 40 mg a—naftil asetatta daha sonra da 180 mg fast
blue RR salt ile boyanmistir. Boyama islemi sonrasinda belirgin bantlarin olusumuna
bagli olarak jel fiksatif ¢ozeltisi (%60 metanol, % 40 asetik asit) igerisinde 20 dk fikse
edilmistir. Fiksasyon sonrasi jel fazla boyanin giderilmesi amaciyla distile su/meta-
nol/asetik asit (80/8/12 ml) ¢6zeltisinden olusan destain ¢ozeltisinde bekletilerek fo-
tograflanmistir. Jel lizerinde 6rnek ve markirlarin tizerindeki bantlarin yiirlime mesa-
feleri olgiilerek jelin tiim boyunun hesaba katilmasiyla Rf degerleri hesaplanmistir.
Elektroforetik analizde kullanilan protein markirlar1 yardimiyla mevcut bantlara ait

molekiil kiitlesi belirleme islemi yapilmigtir (Gorgiin ve Zengin., 2015).
2.14.4 SDS-PAGE islemi

SDS-PAGE c¢aligmalar1 Temizkan ve Arda (1999)’a gore yerine getirilmistir. Yontem
su sekilde uygulanmigtir: SDS katkil1 %10°1luk jel hazirlanarak elektroforez camlarinin
arasina hava kalmayacak sekilde doldurumus ve {lizerine yiizeyin diizeltilmesi i¢in bir
miktar n-biitanol ilave edilerek tarak yerlestirilmis ve jelin donmasi beklenmistir. Jel
donduktan sonra bir kurutma kagidi vasitasi ile n-biitanol iyice uzaklastirilmistir.
Ependorftaki ornekler buzluktan alinip, ¢oziindiiriildiikten sonra Orneklerden esit
protein miktarinda alinmis ve 10 pl’lik 6rnek uygulama tamponu bulunan ependorflara
eklenmis, sonrasinda da denatiirasyon isleminin ger¢eklesebilmesi i¢in drnekler sicak
su banyosunda bes dakika olacak sekilde bekletilmistir. Donan jelden tarak ¢ikarilmis
ve hava kabarcigr olmayan kuyucuklara ornekler yiiklenmistir. Elektroforez gii¢

kaynagina baglanarak elektroforez aparatinin igine SDS katkil1 5X tank tamponu jelin
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alt ve lst tabakasinda belirlenmis olan seviyelere kadar bosaltilmistir. Gii¢ kaynagi

300 V 100 mA’de 1 saat 5 dakika olacak sekilde ayarlanmistir.

Yiirlitme isleminin sonlanmasinin ardindan jel elektroforez camlarinin arasindan
herhangi bir zarar gérmesine miisaade etmeyecek sekilde ¢ikarilmistir. Cikarilan jel
alkole ve aside dayanikli uygun plastik yada cam bir kaba alinmis ve {izerine 200 mL
formaldehit fiksatif ¢6zeltisi ilave edilerek 20 dk boyunca galkalanmustir. Jel fikse
edildikten sonra fiksatif jelden uzaklastirilarak iki defa 10’ar dakika olacak sekilde
distile su ile hafif calkalanarak yikanmigtir. Son yikama suyu uzaklastirildiktan sonra
jel 200 mL Sodyum tiyosiilfat (0.2g/1L) ¢ozeltisinde 1-2 dk kadar ¢alkalanmistir. Sod-
yum tiyosiilfat ¢ozeltisi jelden uzaklastirilarak jel 2 defa 40’ar saniye distile su ile y1-
kanmustir. Son yikamadan sonra jel, 200 mL boya ¢ozeltisi (0.1g Glimiis nitrat/1L) nde
20 dk hafif¢e ¢alkalanmistir. Goriintiiniin olugsmasi amaci ile jel 200 mL taze hazirlan-
mis goriintii olusturma ¢ozeltisinde kahverengi bantlar olusana dek hafifce calkalan-
mustir (tahmini 3-5 dk). Bantlar belirlendikten sonra ortamin notrlesmesinin  gergek-
lesebilmesi ve tepkimenin durdurulmasi i¢in sitrik asit ¢ozeltisi 10 mL olacak sekilde
eklenmistir. Bant olusumu tamamlandiktan sonra (siklikla 8 saat sonunda) kaptaki ¢6-
zelti uzaklastirilmis ve jel distile su icerisinde saklanmistir. Bantlarin belirgenlestigi
jel fotograflanmis ve kullanilan protein markir1 ile mevcut bantlarin molekiil kiitlesi

belirlenmistir.

Jelde bantlar1 daha iyi bir sekilde gorebilmek i¢in Coomasse Brillant Blue R-250
boyasi ile boyama islemi gerceklestirilmistir. Once fiksatif ¢ozeltisi (%40 su, %50 me-
tanol, %10 asetik asit) hazirlanarak jele dokiilmiistiir. Fiksatif jelden uzaklastirildiktan
sonra boyama ¢ozeltisi ( %40 su, %50 metanol, %10 asetik, %0.05 Coomasse Brillant
Blue R-250) hazirlanip jele dokiilerek jelin boyanmasi saglanmistir. Baglanmamis bo-
yay1 uzaklastirmak icin destain ¢ozeltisi ( %5 Metanol, %7 Asetik asit, %88 su) hazir-
lanip jele dokiildiikten sonra bantlarin yerinin daha iyi belirli olmasi i¢in 1 giin bo-

yunca karanlik bir yere alinarak saklanmustir.
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2.15. istatiksel Analiz

Istatiksel analizin gerceklestirilmesinde “SPSS 15.0 for Windows” istatistik paket
programindan yararlanilmistir. Deneylerin hesaplanan ortalamalar1 ve yapilmis olan
tekrarlarinin arasindaki farklarin kontrolii, Duncan (1955)’in Multiple Range Test’i ile
gerceklestirilmistir. Bu mevcut ortalamalar arasi farkin 0.05 olasilik derecesinde P de-

geri karsiligindan daha biiyiik oldugunda 6nemli oldugu anlasilmistir.
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3. BULGULAR
3.1 Homojenat Ile ilgili Bulgular

Yapilan bu tez ¢alismasinda endemik bir bitki tiirii olan Onobrychis tourneofortii’nin
tohumlar1 kullanilmistir. Saglam tohumlar se¢ilerek homojenize edilmis ve hacmi 23
mL olan homojenat elde edilmistir. Santrifiijleme islemleri esnasinda elde edilen
tortularda yliksek miktarda protein varlifina ragmen oldukca diisiik esterolitik
aktiviteye rastlanmis ve bu nendenle ¢alismalarda iist s1v1 (slipernatant) kullanilmistir.
Buna gore, elde edilen homojenata ait protein miktar1 17 mg/ml olarak belirlenirken,
aktivite degeri 3.22 umol/mL.dk olarak hesaplanmistir. Homojenattaki toplam aktivite
74.15 umol/dk, toplam protein miktari ise 386.5 mg protein olarak belirlenmistir. Be-
lirtilen bu degerlere sahip olan homojenattaki spesifik aktivitenin 0.192 U/mg.protein
spesifik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bu evredeki homojenatin verimi % 100,

saflastirma katsayist ise 1 olarak alinmustir.
3.2 O. tournefortii Tohum Esterazinin Saflastiriimasi

O. tourneofortii tohum esterazinin saflagtirilmasi esnasinda iyon degisim ve jel filt-
rasyon kromatografisi olmak tizere iki farkli kromatografi kullanilmistir. Bu islemlerin

bulgular detayh bir sekilde asagida verlmistir.
3.2.1 Q-Sefaroz anyon degisim kromatografisi ile saflastirma

Materyal metod kisminda bahsedildigi sekilde hazir edilen ve kolona bosaltilan dolgu
maddesine homojenizasyon ve santrifiijleme islemi sonrasinda hacmi 23 ml 6l¢iilen
ornek kolona uygulanmis ve peristaltik pompa vasitasiyla tliplerde toplanmistir.
Kromatografik islem sonucunda elde edilen eliisyon tiiplerinin protein ve aktivite mik-

tarlart Sekil 3’de gosterilmistir.

Ornek uygulandiktan sonra kolon, pH’s1 7.35 olan 20 mM’lik derisimdeki Tris-HCI
tamponuyla yikanmig ve 9 numarali tiip dahil olmak iizere kolona baglanmayan frak-
siyonun eliisyonu saglanmistir. Bu fraksiyonda 3 ve 5 numarali tiipler arasinda diisiik
aktivite gosteren bir esterolitik fraksiyon belirlenmistir. 280 nm protein 6lgiimlerinden
ve sekil 3’ten izlenebilecegi tizere buradaki fraksiyon en yiiksek protein piki oldugu
gozlenmektedir. i1k tiiplerde kolona baglanmayan fraksiyon ilk ii¢ tiipte toplanmustr.
10 ile 17 nolu tiipler arasinda gergeklestirilen 100 mM derisimde NaCl igeren kolon

denge tamponu ile yikama sonucunda 14 ve 15 numarali tiiplerde yogun bir aktivite
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band1 oldugu belirlenmistir. 200mM NaCl yikama islemi (18-25 numaral: tiipler) ile
Oonemsiz bir aktiviteye sahip fraksiyon oldugu belirlenmistir. NaCl igerigi 400 mM ve
800 mM derisimdeki eliisyonlarda protein pikleri elde edilmesine ragmen, herhangi

bir aktiviteye rastlanmamuistir.

Yapilan Q sefaroz iyon degisim kromatografisi sonucunda ¢izilen kromatogramda 4
bliyiik protein fraksiyonu ve iki adet esteraz aktivite pikinin oldugu belirlenmistir.
Esteraz aktivitesinin 200 mM NacCl yikama islemi sonucunda 14, 15 ve 16 nolu tiipler

alinarak bir sonraki saflagtirma adimina uygulanmak i¢in hazirlanmistir.
3.2.2 Sefakril S-200 HR jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirma

Q sefaroz kromatografisi sonrasinda spesifik aktivitesi yiiksek olan tiipler birlestirilmis
ve Sefakril S-200 HR ile doldurulmus kolona uygulanmistir. Calismaya ait veriler
Sekil 4’ten goriilmektedir. Ornek kolona uygulanmasi sonrasinda dogrudan 20 mM ve
pH’1 7.35 olan tamponla yikanarak eliisyon tiliplerinin protein (280 nm) ve esteraz
aktivitesi (405 nm) belirlenmistir. Kromatografi sonucunda 6rnekler 50 tiipe 2’ser ml
olacak sekilde toplanmistir. Eliisyon islemi sonucunda 9 numarali tiipe kadar yiiksek
protein igerigine sahip bir pik belirlenmis ve bu fraksiyondaki 5 ve 7 numarali tiiplerin
oldugu kesitte esteraz aktivitesine rastlanmistir. 10 numaral tiipten 16 nolu tiipe kadar
olan kesitte esteraz aktivitesi gOstermeyen baska bir protein pikinin varli§i so6z
konusudur. Sefakril S-200 HR kromatografisi ile elde edilen ve aktivite gosteren 5, 6

ve 7 nolu tiipler birlestirilmis ve kinetik karakterizasyon islemlerinde kullanilmistir.
3.2.3 O. tournefortii tohum esterazi saflastirma sonuglari

Tohum esterazinin saflastirilmasina dair veriler Tablo 2’de gosterilmistir. Homoje-
natinin toplam proteini 386.51 mg, toplam aktivitesi 74.15 umol/dk ve spesifik aktivi-
tesi 0.192 umol/dk.mg olarak hesaplanmistir. Enzim 6rneginin Q Sefroz anyon calis-
mast sonrasinda toplam protein, toplam aktivite ve spesifik aktivite sirasiyla 7.84 mg,
3.48 umol/dk ve 0.444 umol/dk.mg protein olarak bulunmustur. ikinci saflastirma ba-
samaginda kullanilan Sefakril S-200 HR kromatografisinde ise toplam protein, toplam
aktivite ve spesifik aktivite sirasiyla 0.44 mg, 0.60 pumol/dk ve 1.361 umol/dk.mg pro-
tein olarak bulunmustur. Burada verim % 0.815 olup 7.080 katlik bir saflagtirma ger-
ceklestirilmistir.
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Sekil 3 O. tournefortii tohum esterazi Q-sefaroz iyon degisim kromatografisi sonuglari.

30

50

4,5

3,5

2,5

15

0,5

Unite aktivite

(405 nm)



Absorbans

(280 nm)

3,5

2,5

1,5

0,5

Tiip No

——280 nm Prot Unite Aktivite
Sekil 4 O. tournefortii tohum esterazi Sefakril S-200 HR jel filtrasyon kromatografisi sonuglar
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Tablo 2 O.tournefortii tohum esterazi saflastirma adimlari

Basamak Aktivite Protein YHacim T Aktivite YProtein (Mmg) Spesifik aktivite ~ Verim(%) Saflastirma
(umol/mL.dKk) (mg/mL) (mL) (nmol/dk) pmol/dk.mg (Kat)
Ort+S.H
Ort+S.H Ort+=S.H Ort+S.H
Homojenat 3.224+0.09 17+1.167 23 74.15+2.14 386.51+37.96  0.192 100 1
Q Sefaroz 0.435+0.02 0.980+0.11 8 3.48+0.12 7.84+0,89 0.444 4.693 2.312
Sefakril S-200 0.302+0.01 0.222+0.02 2 0.60+0.03 0.44+0.04 1.361 0.815 7.083

Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ort. = S.H. = Ortalama + Standart Hata
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3.3 O. tournefortii Tohum Esterazina Sicakhgin Etkisi

Tohum esteraz aktivitesine sicakligin etkisinin degerlendirilebilmesi igin 4 °C ile 60
°C arasinda degisen sicakliklar kullanilmistir. Verilere gore 4 °C ile 10 °C sicaklik-
larda elde edilen aktivite degerleri 6nem arz edecek sekilde farklilik gostermemistir.
Sicakligin 20 °C’de yapilan 6l¢iimlerde 6nemli bir aktivite artis1 goriilmiistiir. Sicak-
l1igin 30 °C oldugu ol¢timlerde de aktivitede artis gézlenmekle birlikte, 40 °C’de belir-
lenen aktivitenin en yiiksek aktivite (1.746 U/mg.prot) degerine sahip oldugu belirlen-
mistir. 50 °C’da yapilan 6l¢lim neredeyse optimum sicakligin % 50 aktivitesini koru-
dugu gozlenmistir. Sicakligin 60 °C’ ye ¢ikarilmasi ile aktivitede 6nemli bir diisiis
yasanmis ve optimum aktivitenin sadece % 9’luk bir kismin1 koruyabildigi tespit edil-

mistir. Tiim veriler Tablo 3, Sekil 5 ve Sekil 6’da gosterilmistir.

Tablo 3 O. tournefortii tohum esterazina farkli sicaklik degerlerinin etkisi

Sicakhk (°C) Unite aktivite Spesifik aktivite Goreli (%) spesifik
(umol.mlt.dk?) (U.mg?) aktivite
Ort.£=S.H. Ort.£S.H.

4 0,1143+0,01a 0,515+0,04a 29,5

10 0,1244+0,04a 0,560+0,02a 32,07

20 0,1664+0,03ab 0,749+0,11b 42,9

30 0,2373+0,06b 1,069+0,03c 61,23

40 0,3877+0,02¢c 1,746+0,07d 100

50 0,1910+0,08a 0,860+0,03e 49,26

60 0,0347+0,04d 0,156+0,02f 8,935

*Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir. Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05
olasilik diizeyinde birbirinden farkl degildir. Deneylerin yapildigi tiipe ait protein
miktan 0,222 mg.ml'1 olarak bulunmustur. Ort. £ S.H. = Ortalama + Standart Hata
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Sekil 6 Sicakligin O. tournefortii tohum esteraz aktivitesine goreli etkisi.
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3.4 O. tournefortii Tohum Esterazina pH’n Etkisi

O.tourneofortii tohum esteraz aktivitesine pH’in etkisi degerlendirilmis ve deneysel

calisma bulgular ile alakali tiim veriler Tablo 4 ve Sekil 7 ve 8’de verilmistir. Buna

gore pH’in 5,7 oldugu noktada neredeyse yok denecek kadar az olan bir aktivite, pH

degerinin 6 olmasiyla % 10 luk bir aktivite gdstermistir. pH 1 6.9 oldugu noktadaki

Olgtimlerde 0.40 U/mg.prot’luk bir spesifik aktivite ve % 23’liikk bir goreli aktivite

oldugu belirlenmistir. En yliksek aktivite pH’1n 8 oldugu noktada bulunmus ve bu nok-

tada spesifik aktivitesinin 1.74 U/mg.prot oldugu tespit edilmistir. pH’1n 9 oldugu nok-

tada aktivitesinin yaklagik % 43’liik bir oranini koruyan enzimin pH’mn 10 olmasiyla

birlikte ciddi bir aktivite kaybina ugradigi bulgusuna ulasilmis ve bu noktada spesifik

aktivite 0.15 U/mg.prot’lik bir degerle temsil edilmistir.

Tablo 4 O. tournefortii tohum esterazina farkli pH degerlerinin etkisi

Tampon pH Aktivite Spesifik Aktivite Goreli (%)
(umol.mlt.dk?) (U.mg?) Spesifik aktivite
Ort.£S.H. Ort.+S.H.
KH2POs-K;HPO, 5,70 0,0029+0,01a 0,0131+0,04a 0,7480
6,00 0,0412+0,08b 0,1856+0,05b 10,6268
6,50 0,0492+0,10b 0,2216+0,04b 12,6902
6,90 0,0897+0,07c 0,4041+0,03c 23,1364
Tris-HCI 8,00 0,3877+0,03d 1,7464+0,01d 100
9,00 0,1678+0,07e 0,7559+0,03e 43,2809
10,00 0,0347+0,02b 0,1563+0,09b 8,9502

*Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. Her satirda ayni1 harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik

diizeyinde birbirinden farkli degildir. Deneylerin yapildig tiipe ait protein miktar1 0,222
mg.mlI? olarak bulunmustur. Ort. = S.H. = Ortalama + Standart Hata
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Sekil 8 pH’in O. tournefortii tohum esteraz aktivitesine goreli etkisi.
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3.5 O. tournefortii Tohum Esterazina Substrat (p-NPB) Konsantrasyonunun
Etkisi

O. tournefortii tohum esterazina substrat konsantrasyonunun etkisi substrat olarak p-
NPB kullanildigi 0,05 mM ile 1,5 mM araligindaki konsantrasyonlarda degerlendi-
rilmigtir (Tablo 5). Buna gore, p-NPB miktarinin 0,05 mM’dan 0,1 mM derisime ¢1-
kartilmasiyla 0,101 pmol.ml*dk™ olarak 6lciilen aktivite degeri 0,143 pumol.mltdk"
Lya yiikselmistir. Substrat miktarmin 0,2 mM ve 0,4 mM derisime ¢ikarilmasiyla da
aktivitede artiglar saptanmistir. Yine 0,8 mM, 1 mM ve 1,25 mM derisime ylikseltilen
substrat derigsimlerinde de aktivitede artis saptanmistir. Fakat substrat miktar1 0,6 mM
ve 1,5 mM derisime yiikseltilince aktivitede azalma gdzlenmistir. Istatiksel olarak de-
gerlendirildiginde 1 mM ve 1,25 mM substrat derisimlerindeki artisin 6nemsiz oldugu
gozlenmistir. Tablo 5’teki veriler kullanilarak Lineweaver-Burk egrisi ele edilmistir.
Bu egriden Vmax=0,2635 pmol.ml?.dk? ve Kn=0,0808 mM olarak saptanmistir. Bu

deneysel ¢alismaya ait veriler Tablo 5, Sekil 9 ve Sekil 10’da sunulmustur.

Tablo 5 O. tournefortii tohum esterazina substrat (pNPB) konsantrasyonunun etkisi

[S](mM)  V (umol.ml.dk™) v 1/[S]
Ort.+S.H.

0,05 0,101+0,07a 9,90 20
0,1 0,143+0,09a 6,99 10
0,2 0,19540,04ab 513 5
0,4 0,226+0,04b 4,42 2,5
0,6 0,203+0,02b 4,93 1,7
0,8 0,239+0,01b 4,18 1,25
1 0,276+0,03b 3,62 1
1,25 0.273+0,03b 3,66 0,8
15 0.224+0,01b 4,46 0,67

*Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik diizeyinde
birbirinden farkli degildir. Ort.=S.H. = Ortalama + Standart Hata
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Sekil 10 O. tournefortii tohum esterazinin Lineweaver-Burk egrisi.
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3.6 O. tournefortii Tohum Esterazina Substrat Zincir Uzunlugunun Etkisi

Tohum esterazina substrat zincir uzunlugunun etkisinin belirlenebilmesi i¢in 4-Nit-
rophenyl acetate (p-NPA, CsH7NO.), 4-Nitrophenyl butyrate (p-NPB, C10H11NO4), 4-
Nitrophenyl decanoate (p-NPD, CisH23NOgs), 4-Nitrophenyl palmitate (p-NPP,

C22H35NO4) olmak iizere dort farkli substrat kullanilmigtir. Kullanilan bu substratlarin

esteraz enzim aktivitesi 6l¢imii sonucunda en yiiksek aktivite p-NPB substrati ile

0,300 umol/dk.ml olarak bulunmustur. p-NPP ile yapilan 6l¢timde aktiviteye rastlan-

mazken, p-NPA ve p-NPD’de aktiviteler sirasiyla 0,145 umol/dk.ml ve 0,018

umol/dk.ml olarak 6liilmiistiir. Bu ¢aligsmaya ait veriler Tablo 6 ve Sekil 11°de veril-

mistir.

Tablo 6 O. tournefortii tohum esterazina substrat zincir uzunlugunun etkisi

Substrat Unite aktivite Spesifik Goreli
(umol.mlt.dk?) aktivite aktivite (%)
(U/mg.prot)
Ort.+S.H.
4-nitrofenil asetat 0,145+0,01a 0,652a 48,3
4-nitrofenil biitirat 0,300=+0,02b 1,351b 100
4- nitrofenil dekanoat 0,018+0,01c 0,081c 6
4-nitrofenil palmitat 0+0d 0d 0

*Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir. Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. Ort.+S.H. = Ortalama = Standart Hata
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Sekil 11 O. tournefortii tohum esterazina substrat zincir uzunlugunun etkisi.

3.7 O. tournefortii Tohum Esterazi Elektroforetik Bulgular:

O. tourneofortii tohum esterazi enziminin Q sefaroz ve Sefakril S-200 HR ile saf-
lastirilmasini i¢eren temel basamaklarda, saflastirmanin durumu ve aktivite bantlarinin
akibeti Native-PAGE teknigi kullanilarak izlenmistir. Ayrica bu fraksiyonlar SDS-
PAGE teknigini takiben Coomassie ve giimils boyama yapilarak var olan olasi tiim

protein bantlar1 belirlenmeye caligilmistir.

Marker (M) ayracina ait jeldeki her bir protein bandinin Rf degerleri ve molekiil
kiitleleri Tablo 7°de verilmistir. Tiim jelin boyu 7.5 cm olarak dl¢lilmiistiir. Buna gore
marker ve drneklerin jel izerinde verdigi bantlarin aldig1 yol da 6l¢iiliip tiim jelin boyu
ile hesaba katilarak Rt degerleri bulunmustur. Markerda 1, 2, 3, 4 (kirmiz1), 5, 6, 7, 8
(yesil) olmak iizere 8 bant izlenebilmektedir. Bu bantlara ait R¢ degerleri sirasiyla
0.066, 0.12, 0.186, 0.28, 0.453, 0.56, 0.693, 0.813 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 13 Molekiil kiitlesi ve R degerinin lineer gosterimi
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Molekiiler ayracinin (marker) igerdigi protein bantlarina ait molekiil kiitleleri ve R
degerleri ile cizilen grafik Sekil 12°de verilmistir. Elde edilen logaritmik egri denklemi
y=-60,36In(x) + 9,761 ve R? degeri ise 0.9883 olarak bulunmustur. Nativ-PAGE yon-
temiyle O. tournefortii tohum homojenat 6rneginde ii¢ esteraz aktivite bandi belirlen-
mis ve bunlar i¢in Rf degerleri 0.24, 0.44 ve 0.58 olarak kaydedilmistir. Buna gore bu
i bandin molekiil kiitleleri sirastyla 95, 59, ve 42 kDa olarak hesaplanmistir. Q-sefa-
roz ve Sefakril S-200 HR kolon kromatografilerinin sonucunda R degerleri 0.44 ve
0.58 olan iki banda ait bir esterolitik aktivite gosteren fraksiyon elde edilmis ve mole-

kiil kiitlelerinin 59 ve 42 kDa olan bantlar oldugu tespit edilmistir.

SDS-PAGE teknigiyle elde edilen jel gerek Coomassie gerekse giimiis boyamayla
boyandiginda homojenatta olduk¢a yogun bir protein kiitlesinin var oldugu izlenmistir.
Q-sefaroz kromatografisi ve Sefaril S-200 HR kromatografisi sonucunda protein bant
iceriginde azalma goriilmesine ragmen, esteraz aktivitesi gosteren bantlarin her iki
kromatografiden elde edilen 6rneklerde temsil edildigi bulunmustur. Kromatografik
saflagtirma iglemleri sonrasinda elde edilen enzim preparatinda 42 kDa ve 59 kDa mo-
lekiil kiitlesine sahip bir esterolitk fraksiyon saflastirilmis ve kinetik analizi gercekles-

tirilmistir.
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Tablo 7 Markira ait Rf degerleri

Marker (Opti-Protein XL) Rf

1 0,066
2 0,12
3 0,186
Kirmizi 0,28
) 0,453
6 0,56
7 0,693
Yesil 0,813

Tablo 8 Homojenat, Q-sefaroz ve Sefakril S-200 HR’ye ait R degerleri

Materyal Rf

Homojenat 0,24-0,44-0,58
Esteraz Bantl (E1) 0,44

Esteraz Bant2 (E2) 0,58
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Sekil 14 Opti-Protein XL Marker, bantlara karsilik gelen molekiil kiitleleri .
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Sekil 15 Homojenat, Q-Sefaroz anyon degisim ve Sefakril S-200 HR
kromatografilerine ait Native-PAGE jel goriintiisii
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Sekil 16 Jel goriintiisii
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Sekil 17 SDS-PAGE jel goriintiisii (1 ve 4 Marker, 2,5 ve 7 Homojenat, 3 ve 9 Q-
Sefaroz anyon degisim, 6 ve 8 Sefakril S-200 HR)
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4. TARTISMA ve SONUC

Gilinliimiliz enzim endiistrisi modern biyoteknolojik yaklasimlarin bir sonucu olup,
enzimlerin diinya marketindeki katki paymin giderek arttig1 bildirilmektedir. Enzim
endistrisinin biiyiik bir kismint ise birgok siirecte ¢ok yonlii kullanimlart miimkiin olan
lipolitik enzimler (6zellikle lipazlar) olusturmaktadir. Bu alanda 6zellikle mikrobiyal
enzimlerin olduk¢a kullanigh olmasina ragmen, endiistriyel 6l¢ekli biiylik fermenter-
lerin kullanimi veya iiriin formulasyon ekleri gibi bilesenlerin siireglere dahil edilmesi
fiyat artimina neden oldugu i¢in arastirmacilarin farkli biyolojik kaynaklara yonelme-
lerine neden olmustur. Bu baglamda, bitkisel kaynakli lipolitik enzimlerin literatiire
katkisinin ¢ok az oldugu bildirilmektedir. Bir¢ok bitki kisminin yiiksek lipit ve fenolik
icerige sahip olmasi gibi 6zelliklere bagl olarak, lipolitik enzimlerin ekstraksiyon sii-
recinde kararsiz oldugu ve hatta denature olabilecegi ve boylelikle saflagtirma adimla-
rinin zorlagtigi 6ne siiriillmektedir (Seth ve ark., 2014). Yapmis oldugumuz bu yiiksek
lisans tez ¢alismasinda O. tourneofortii’nin germine olmamis, baska bir ifadeyle dor-
mant tohum 6rneklerinden esteraz aktivitesi gosteren bir fraksiyonun iyon degisim
kromatografisi (Q sefaroz) ve jel filtrasyon kromatografisi (sefakril S 200 HR) teknik-
lerinin kombinasyonu kullanilarak kismi olarak saflagtirilmasi ve elde edilen esteraz

fraksiyonunun karakterizasyonu yerine getirilmistir.

Huang (1984) ve Ncube ve ark. (1995) germine olmamis (dormant) kuru bitki to-
humlarinda lipolitik aktivitenin genellikle olmadigini ancak germinasyon sonrasinda
de novo olarak sentezlendigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, dormansi durumunda
olup, tohumda in vivo olarak goreceli az bir lipolitik aktiviteye sahip olmasina ragmen,
in vitro da yiiksek aktivite sergileyen bitki tohumlari rapor edilmistir. Bu durum, to-
hum saglam durumda kaldik¢a enzimin inaktif kaldig1 ancak tohum yada depo kosul-
larinda ufak bir degisimin muhtemelen aktiviteyi baglatacagi yoniinde agiklanmaktadir
(Huang, 1984, Polizelli ve ark., 2008). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, Ulkemize ait
endemik bir yabanil bitki tiirii olan O. tournefortii’nin dormant tohumlarindan hazir-
lanilan homojenatlarin aktivite sergiledigi gerek spektrofotometrik, gerekse Nativ-

PAGE (dogal jel elektroforez) metotlar1 kullanilarak gdsterilmistir.

Bitki dokularindaki lipolitik enzimlerin gerek aktivitelerinin belirlenmesi gerekse

saflagtirma ¢aligmalarinin diger canli gruplarina kiyasla nadir oldugu literatiirde belir-
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tilmekte olup, bu ¢alismanin giris kisimlarinda da vurgulanmstir. Farkli bitki dokula-
rindan lipolitik enzimlerin tohumlarda yagdan arindirma, amonyum siilfat ¢oktiirme
gibi orijinal homojenattan daha fazla aktiviteyi iceren on saflagtirma metotlar1 yoluyla
kismi saflikta elde edilen ¢alismalar mevcut oldugu gibi, kromatografik fraksiyonlama
yoluyla saflagtirma g¢alismalarin oldugu goriilmektedir. Ayrica, bitkilerde saflas-
tirma yapilacak materyalden lipitlerin giderilmesinin daha ¢ok esterifikasyon sonrasi
analizlerde 6nemli oldugu rapor edilmistir. (Mounguengui ve ark., 2013). Yapmuis ol-
dugumuz tez ¢alismasinda tohum 6rneklerinin kiitlece az ulasilabilir olmasi nedeniyle
tohumlarda ¢esitli solventler kullanilarak yag uzaklastirilmasi gibi bir metot uygulan-
mamistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi denenmesine ragmen, amonyum siilfat ile elde
edilen ¢okeltide orijinal homojenattan daha fazla aktiviteye rastlanmasi nedeniyle vaz-

gecilmistir.

Kromatografik teknikler hemen hemen tiim bitki lipolitik enzim saflastirma ¢alis-
malarinda kullanilmistir. Bununla beraber, en fazla kullanilan kromatografik teknikle-
rin iyon degisim kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi oldugu rapor
edilmistir. Dietilaminoetil (DEAE) seliilozik iyon degistiriciler Solanum tuberosum,
Fagopyrum esculentum ve Ricinus communis gibi bitkilerden lipaz saflagtirilmasinda
kullanilmistir (Suzuki ve ark., 2004; Mounguengui ve ark., 2013). Bitkisel doku lipaz-
larmin hidrofobik etkilesim kromatografisi yoluyla saflastirilmasi diisiiniildiigiinde,
iyon degisim kromatografisinden daha avantajli oldugu belirtilmektedir. Soyle ki;
Ncube ve ark. (1993) turp (Brassica napus) bitkisinden, Bhardwaj ve ark. (2001) piring
(Oryza sativa) bitkisinden lipazlar1 hidrofobik etkilesim kromatografisi yoluyla saflas-
tirmig ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Yine Ncube ve ark. (1993)’1n turp
bitkisinde yapmis olduklari lipaz saflastirma calismasinda dort kromatografik adim
kullanilmis ve bitki dokularindan saflastirmalarinda tek adimli saflastirma siireglerinin
yiiksek saflik derecesine olanak saglamadigi, bu nedenden dolay: birka¢ kromatogra-

fik teknigin kombinasyonunun uygulanmasi gerektigi bildirilmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, homojenatta 0.192 umol/dk.mg prot.’luk bir spe-
sifik aktivite belirlenmistir. Q sefaroz anyon degisim kromatografisi sonucunda spesi-
fik aktivitenin 0.444 pmol/dk.mg prot oldugu ve bu kromatografik adimin % 4.69’luk
verim ile 2.30 katlik bir saflagtirmaya olanak sagladig: belirlenmistir. Bu kromatogra-

fik adimi1 takiben uygulanan jel filtrasyon kromatografisi metodu ile (Sefakril S 200
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HR) spesifik aktivitenin 1.361 umol/dk.mg prot, verimin % 0.815 ve elde edilen enzim
preparatinin 7.08 kat saflikta oldugu belirlenmistir.

Cesitli bitki familyalarina ait tiirlerden farkli parametrelerdeki safliklarda elde edilmis
lipolitik enzimlere ait veriler ulasilabilirdir. Buna gore, Tuter ve ark (2003) Ra-
nunculaceae familyasindan Nigella sativa tohum lipazini, yagdan arindirma ve % 35
doygunluktaki amonyum stilfat ¢oktiirmesi sonrasinda, DEAE iyon degisim kroma-
tografisi yoluyla 11 kat ve 156.7 U/mg protein spesifik aktiviteyle kismi olarak saflas-

tirmiglar ve transesterifikasyon c¢alismalarinda kullanimini degerlendirmislerdir.

Yesiloglu ve Bagkurt (2008) badem (Amygdalus communis) bitkisinin tohumlarinda
amonyum siilfat ¢oktiirme ve sonrasinda diyaliz yontemiyle kismi saflikta bir lipaz
elde etmislerdir. Elde edilen enzim preparatinin yaklagik olarak bes katlik bir saflikta

oldugunu bildirmislerdir.

LI ve ark. (2009) soya fasulyesi tohumuna ait ham doku homojenatinin 0.043
U/mg.prot’lik bir spesifik aktiviteye sahip oldugunu bildirimislerdir. Arastirmacilar
saflagtirma amaciyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile 0.166 U/mg.prot’lik bir spesifik
aktivite, tuz ¢oktlirmesini takiben ultra filtrasyon ve DEAE-32 iyon degisim kroma-
tografilerinin kullanarak sirasiyla 0.205 U/mg ve 3.93 U/mg’lik bir spesifik aktiviteye
sahip olan bir enzim preparati hazirlamiglardir. Bu ¢alismada elde edilen verim % 8.18
ve saflastirma katsayist 91.58 olarak belirlenmis ve ¢alismamizda elde edilen veriler-

den daha yiiksek oldugu anlagilmaktadir.

Gadge ve ark. (2011) Glycine max (soya fasulyesi) bitkisinin germine olan tohum-
larindan aseton ¢oktiirmesi ve takibinde amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yon-
temleriyle kismi saflikta bir lipaz preparasyonu elde etmisler ve dort farkli germine
olan bitki tohumunun aktiviteleri ile karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada elde edilen saf-
lagtirma katsayisi, verim gibi parametreler ulasilabilir degildir. Ancak germine olan
tohumlarda en yiiksek lipolitik aktivitenin 10.37 x 10 U/mL/min olarak G. max’ te
oldugunu belirlemislerdir. Germine olan tohumlarinda lipolitik aktiviteleri degerlen-
dirilen diger bitkilerdeki aktivite degerlerinin 6.25 x 107 (Guizotia abyssinica), 4.37 x
107 (Arachis hypogaea), 4.12 x 107 (Pisum sativum) ve 7.25 x 10 (Recimus commu-
nis) oldugu belirlenmistir. Bu aktivite degerlerinin ¢alismamizda elde edilen aktivite

degerlerinden ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir.
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Son donemlerde bitki tohum esterazlarinin saflastirilmasinda anyon degisim kroma-
tografisinden ziyade katyonik dolgu maddelerinin kullanildig1 ¢aligmalarla basarili
saflagtirma caligmalarinin yerine getirildigi goriilmektedir. Bu baglamda, Subramani
ve ark. (2012) Jatropha curcas bitkisinin tohumlarindan amonyum siilfat ¢6ktiirmesi,
CM-seliiloz katyon degisim kromatografisi, sefadeks G 100 jel filtrasyon kromatogra-
fisi ve bu boliimiin ilerleyen kisimlarinda 6nemli bir saflagtirma stratejisi olarak degi-
necegimiz preparatif SDS-PAGE yontemlerini kullanarak 2.01 umol/min/g toplam ak-
tivite, 0.6 IU/mg spesifik aktivite, 18 kat saflik ve % 17.6’1ik bir verime sahip olan bir
enzim preparasyonu hazirlayabilmislerdir. Yine, baklagillerden bir bitki olan Mucuna
pruriens’in tohumlarinda 0.0486 pmol/min/mg.prot’lik bir spesifik aktivite ile temsil
edilen bir esterolitik aktiviteden baslamak suretiyle, % 40-80 amonyum siilfat ¢oktiir-
mesi, CM-seliiloz katyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve son-
rasinda preparatif SDS-PAGE metotlar1 ile 2.48 pmol/min/mg.prot’lik bir spesifik ak-
tivite, 51 kat saflik, % 9.9’luk verime sahip bir esterolitik fraksiyonu saflagtirmislardir

(Chandrashekharaiah ve ark., 2011).

Yukaridaki paragrafta deginilen caligmalara benzer olarak, Bhavit ve ark. (2014)’iin
caligmasi bitki tohum esterazlari lizerine yapilan 6nemli bir saflastirma calismasi ola-
rak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada, Caesalpinia mimosoides bitkisinin tohum-
larinda 90 nmol/min toplam aktivite ve 1.123 [U/mg’lik spesifik aktiviteyle temsil edi-
len saflagtirma parametrelerinden baslamak suretiyle % 30-80 araliginda amonyum
siilfat ¢oktiirmesiyle toplam aktivitesi 172 nmol/min, spesifik aktivitesinin ise 0.32
IU/mg olan 2.6 kat safliktaki bir enzim preparati hazirlamiglardir. Bu ¢alismada, amon-
yum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen toplam aktivitenin homojenatdaki toplam aktivi-
teden yiiksek olmasi ilgingtir. Ayrica arastirmacilar CM-seliiloz kolon dolgu maddesi
ile katyon degisim kromatografisini kullanarak, sonugta 1.14 IU/mg spesifik aktivite,
9.26 kat saflik ve % 9.01 verim ile bir esterazi saflastirmayr bagsarmislardir. Burada
cesitli bitkisel tohumlardan deginilen elde dilen bu veriler ¢alismamizda elde edilen
saflagtirma parametreleriyle karsilagtirildiklarinda benzerlik ve farkliliklarin oldugu
aciktir. Ancak, yerine getirilen tiim bu saflagtirma ¢alismalarinin benzer olarak ortaya
koydugu sonug, bitkilerde gerek yiiksek saflik gerekse yiiksek verim ile ifade edilebi-

lecek bir enzim preparasyonunun hazirlanamadigidir.

Yerine getirilen bu tez ¢alismasinda O. tournefortii tohum esterazinin 40 °C ve pH’1n

8 oldugu noktada optimum aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen enzim
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preparatinin Lineweaver Burk egrisinden maksimum hizinin (Vmax) 0,2635 pmol.ml”
1dk! ve K degerinin ise 0,0808 mM oldugu belirlenmistir. Yine elde edilen enzim
preparatinin farkli karbon zincir uzunluguna (2-16 karbon uzunluklu) sahip substratlar
degerlendirildiginde, 4 karbon atomu uzunluga sahip pNPB’a karsi en yiiksek
aktiviteyi sergiledigi belirlenmistir. Literatiir bildirileri incelendiginde genel olarak
lipolitik enzimlerin pH’1in 8 ve 9 oldugu aralikta ve sicakligin ise 30-40 °C oldugu
araliklarda en yiiksek aktiviteyi sergiledikleri goriilebilir.

Substrat olarak 1 naftil asetat (a-naftil asetat)’in kullanildigi ve bugdaydan (wheat
flour) elde edilen bir esterolitik enzim preparasyonunun optimum sicakliginin 30 °C
oldugu ve 120 dakika 20 °C’da aktivitesini koruyabildigi gézlenmistir. Bu ¢alismada

enzim i¢in optimum pH’1n ise 6.5 oldugu belirlenmistir (Hou ve ark., 2012).

Literatiirde ilging sonuglar1 bildiren ¢aligmalardan birisi olarak, soya fasulyesi (Gly-
cine max) bitkisinde yerine getirilen bir ¢aligmada, esteraz aktivitesinin bu bitkinin
germine olmus (2.90 U/mg) ve olmamis (1.70 U/mg) tohumlarinda mevcut oldugunu
bildirmistir. Bu veri germine olmamis tohumlarda da esterolitik aktivitenin bulunabi-
lecegini belirten yeni bir calisma olmasi agisindan 6nemlidir. Ayrica ham doku homo-
jenatlarinda yerine getirilen biyokimyasal ¢alismalardan elde edildigine gore, soya fa-
sulyesi tohumundaki esterolitik enzimin kisa zincirli yag asitlerini daha uygun bir
substrat olarak tercih ettigi, optimum pH’in 8 ve sicakligin ise 70 °C oldugu belirlen-
mistir (Barros ve Macedo, 2011). Bu veriler yukarida ¢alismamizda elde edilen veri-

lerle sicaklik ve substrat zincir uzunlugu ¢alismalartyla benzerlik gostermektedir.

G. max’in germine olan tohumlarinda yerine getirilen bir baska ¢alismada ise, opti-
mum lipaz aktivitesinin 24 °C ve pH 8’de oldugu belirlenmistir. Zeytin yagini substrat
olarak kullanan bu biyokimyasal karakterizasyon ¢aligmasinda Km ve Vmax degerleri

sirastyla 7.67 mg ve 0.0125 um.mL.min™ olarak bulunmustur (Gadge ve ark., 2011).

Polizelli ve ark. (2013) Pachira aquatica bitkisinin tohum ekstraktlarindan elde et-
tikleri lipaz aktivitesinin biyokimyasal karakterizasyonunu yerine getirmigler ve opti-
mum sicakligin 40 °C, optimum pH’m ise 8 ile 9 arasinda oldugu ancak pH’in 9 ol-

dugu noktada en yiiksek aktivitenin izlendigini bildirmislerdir.

Germine olan Tamarindus indica tohumlarinin esteraz aktiviteleri ham doku homo-

jenatlarinda degerlendirilmistir. Buna gore; 37 ve 50 °C sicaklik araliginda yiiksek
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aktivite sergileyen enzimin optimum sicaklig1 40 °C olarak belirlenmis ve karali olarak
aktivitesini 40 °C’de koruyabildigi bildirilmistir. Ayrica, 60 °C’de aktivitesinin %
30’unun, 70 °C’de ise aktivitesinin % 90 oraninda diistiigii izlenmistir. Bu ¢alisma
optimum pH’1ise 7 ile 7.5 araliginda bulmustur. Km degeri ise 1 naftil asetat substrat
olarak kullanildiginda 19.23 pM oldugu bulunmustur (Kantharaju ve Siddalinga
Murthy, 2014).

Yaptigimiz bu ¢alisma ile, O tournefortii’nin germine olmamis tohum esterazlarinin 1
naftil asetat substrat olarak kullanilarak yerine getirilen Native-PAGE ¢alismalari,
molekiil kiitleleri 95 kDa, 59 kDa ve 42 kDa olan ii¢ esterolitik bandin oldugunu bil-
dirmektedir. Yapilan saflastirma ¢alismalar1 sonucunda 59 ve 42 kDa molekiil kiitleli

iki esteraz bandinin oldugu bir esterolitik fraksiyon elde edilmistir.

Fahmy ve ark. (2008) Cucurbita pepo (kabak) bitkisinde alt1 esteraz bandi tanimla-
mislar, anyon degisim ve jel filtrasyon kromatografilerini kullanarak saflastirdiklar:
iki esteraz bandindan E1 olarak isimlendirilen bandin 47 kDa ve E2 olarak isimlendi-
rilen bandin ise 66 kDa oldugunu SDS-PAGE yontemiyle belirlemislerdir. Yine, bu
calismada yerine getirilen kinetik ¢alismalardan belirlendigi lizere, nitrofenil ester
substratlarin artan karbon zincir uzunluguna bagli olarak enzimatik aktivitelerde diisiis
belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada E1 ve E2 bantlarinin Km degerleri sirastyla 1.22
ve 1.56 mM, pH optimumlar1 9 ve 8, optimum sicakliklari ise 55 °C ve 50 °C olarak

belirlenmistir.

Bitkilerde yapilan saflastirma caligmalarinda kullanilan kromatografik teknikler ile
saflagtirma 6rneklerinin ¢ok az oldugu buraya kadar anlatilanlardan ¢ikarsanabilir. Gii-
niimiize degin yapilan basarili saflastirma ¢aligmalarinin kromatografik yontemleri ta-
kiben gerceklestirilen elektroforez bandinin kesilip alinmasi ve aktivitesinin kullani-
larak saflagtirma isleminin gergeklestirildigi preparatif PAGE yonteminin oldukca kul-
lanislt oldugu goriilmektedir. Bu metot yoluyla elde edilen enzimlerin molekiil kiitle-
lerine bakildiginda M. pruriens tohumundan elde edilen iki farkli esterazin 21 kDa ve
30.2 kDa (Chandrashekharaiah ve ark., 2011) J. curcas tohumunda 31 kDa (Subra-
mani ve ark., 2012), C. mimosoides tohumunda 20 kDa (Bhavit ve ark., 2014) oldugu

bulunmustur.

Parasa ve ark. (2018) Sesbania grandiflora’nin yaprak ve tohum esterazlar {izerine

yapmis olduklar1 ¢alismada, tohum ekstraktlarinda daha koyu boyanan ve momomer
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olarak belirttikleri 28 kDa molekiil kiitleli banda ilaveten, 2 adet daha zayif boyanan
ve muhtemelen dimer oldugunu belirttikleri 25 kDa ile 22 kDa molekiil kiitleli top-
lamda ii¢ aktivite bandinin oldugunu belirlemislerdir. Bu bitki tiirii ve yukarida son
donemlerde yerine getirilen caligmalara ait esterolitik bantlarin ¢galismamizda kullani-
lan O. tournefortii tohumundakinden daha diisiik molekiil kiitlesine sahip oldugu an-
lagilmaktadir. Bu durum, farkl: tiirlerin farkli esterazlara ev sahipligi yapabileceginin
bir gostergesi olabilir. Buna ilaveten, yukarida bahsedilen ¢alismalar daha ¢ok katyon
degisim kromatografisinden elde edilen kesitlerden olmasi1 nedeniyle, kullanilan kro-
matografik tekniklerinde farkli molekiil kiitleli esterolitik bantlarin aydinlatilmasina

olanak sagladig1 anlagilmaktadir.

Sonug ve ¢ikarsama olarak, anyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kroma-
tografileri ile 2 farkli esteraz bandina sahip bir esterolitik fraksiyon ¢alismamiz sonu-
cunda elde edilmis ve karakterizasyonu yapilmstir. Elde ettigimiz sonuglardan, Ulke-
miz i¢in endemik bir tiir olan O. tournefortii bitkisinin tohumunun molekiil kiitlesi
yiiksek ti¢ esterolitik banda ev sahipligi yaptig1 ve genel 6zelliklerinin diger literatiirde

belirtilen esterolitik enzim 6zelliklerine biiyiik oranda benzedigi anlasilmaktadir.
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