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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu calismada Kocaeli ilinin yerel pazar ve aktarlarinda yaygin olarak satilan,
fenolik madde (antioksidan) icerigi bakimimdan zengin oldugu bilinen rezene
(Foeniculum vulgare) tohumundan fenol oksidaz enzimi, diisiik maliyet ve
yiiksek verimle calisan bir izolasyon yontemi olarak tanimlanan Ucglii-Faz
Ayirma (TPP, Three-Phase Partitioning) sistemi kullanilarak ilk defa bu
calismada saflastirildi ve biyokimyasal 6zellikleri elektroforetik ve spektroskopik
acidan degerlendirildi.
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kardeslerim Derya YILDIRIM ve M. Mustafa YILDIRIM’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Sagladiklar1 destekle tez ¢alismamin ilerlemesine
katkida bulunan TUBITAK’a (Proje numarasi: 117Z600) siikranlarimi
sunuyorum.

Haziran - 2019 Binnur YILDIRIM



ICINDEKILER

ONSOZ VE TESEKKUR .......cooiveiiiiteecieteieseeeeeie et essae e es st es st ses st i
ICINDEKILER.......cocoiiiiiciitete ettt ettt ii
SEKILLER DIZINT......coiviiiiiiiiiiceeeeeee ettt iv
TABLOLAR DIZINI......ocoiiiiieeeeeee et v
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT.......cccooiiiiniiniriinneeesceeece e, Vi
OZET oottt vii
ABSTRACT ..ttt et be e viii
(€ 128 (TR 1
1.GENEL BILGILER ...ttt 3
1.1, OKSIAALIT SIIES ...ttt 3
1.1.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) .......ccoeviiiiiiiiiiiciieec e 4

1.1.2. ANLIOKSTAANIAT ... 7

1.2. FENOI OKSIAAZIAT........ccuiiiiiiiiic e 13
1,20 LAKKAZ. ..ot 14
1.2.2. TIFOZINAZ....c.vetetiieeeieieeee ettt bbbttt nne b i 14

1.2.3. KateKol OKSIAAZ..........coiiieiiiiieieiseee e 16
1.3.4. PEIOKSIUAZ. ..ottt 16

1.3, G1da BitKileTT. . .eeeeiiiiiiiieeiieeeie e 17
(B5"1. Rezelie”........ ... 4. ...................... . O e 17

132, HUNNAP. ..ttt 18

1.3.3. KEGIDOYNUZUL.....veiiiieiieeiiieiiecieeiee ettt saaeesreas 19

8 S G 1§ F R RTPR 20

1.3.5. IMIBYAN. ... 21

2. GEREC VE YONTEM ....coouiuiuiuiictiecececetcteteiet sttt sttt sssssssss st ssssesesesesens 23
2.1. Bitki Orneklerinin TeMINT ......cccoovcvevereiiriiieieeeeeeeseeees s en st 23
2.2. Fenol Oksidaz Ham Ekstraktlarinin Hazirlanmasi...........ccccoecveeiiiieecccnnen. 23
2.3. Uglii-Faz Ay1irma (TPP) YONEMI .......ccvvveveveiececeeieiereseeeceeieeseneseese e, 23
2.4. Fenol Oksidaz AKEIVITE TAYINT ...cceiiiieiiieieiesie e 24
2.5. Protein IMIKtar TAYINI........cccciveieiieiiciecc et 24
2.6. Fenol Oksidaz Enziminin KarakterizaSyonu ............ccoceverereneneniseseneennn, 24
2.6.1. Molekiiler agirligin hesaplanmast ...........ccooveveiiiiiiiiiiiii e, 24

2.6.2. AKEIVITE DOYAMA. ... .ottt e 25

2.6.3. Sicaklik ve pH’nin fenol oksidaz iizerine €tKiSi ...........c.cocvvvriivenennnn, 25

2.6.4. Kinetik parametrelerin belirlenmesi ... 26

2.6.5. Substrat spesifite analizi ............cccceviiiiiiiii e 26

2.6.6. Organik ¢oziiciilerin fenol oksidaz tizerine etKiSi..........ccccovevverirriennenn. 26

2.6.7. Inhibitdrlerin enzim aktivite tizering etkiSi.........cocooveveveeveeeeererereeenne, 27

3. BULGULAR VE TARTISMA ..ottt nnes 28
3.1. Bitki Orneklerinin Fenol Oksidaz Aktivitelerinin Karsilastirilmast ................ 28
3.2. Ekstraksiyon Kosullarinin OptimiZaSyOnuU...........cccceeeeveienenenenisiseseeeenes 29
3.2.1. PH OPtIMIZASYONU.....cciiieiiiiiiee ettt 29
3.2.2. PVP konsantrasyonunun OptimiZaSyOnU ...........cccceeerereneniesesieniennennns 30

3.3. Uclii-Faz Ayirma (TPP) Yontemi ile Fenol Oksidazin Saflastirilmasi............ 31



3.3.1. Amonyum siilfat (NH,4),SO4) konsantrasyonunun belirlenmesi............ 33

3.3.2. Ham ekstrakt:t-biitanol oraninin belirlenmesi...........cccocevviiiiienininnnn, 34
3.3.3. Uglii-faz ayirma sistem pH’sinin belirlenmesi.........c.cccceeveveveevevevennne, 35
3.4. Elektroforetik ANANZIET..........cvo i e 36
3.4.1. SDS-PAGE €leKtrofOrezi .......cocvvueieiiiiiiiiiieeiese s 36
3.4.2. AKEIVITE DOYAMA ... 38

3.5. Saflastirilan Foeniculum vulgare (Rezene) Fenol Oksidaz Enziminin
Biyokimyasal KarakterizaSyOonu ............ccccoeriririiinieieiese s 39
3.5.1. Reaksiyon sicaklikliginin enzim iizerine etkisinin arastirilmast ............ 39
3.5.2. Reaksiyon pH’sinin enzim iizerine etkisinin aragtirilmast ..................... 41
3.5.3. Kinetik parametrelerin belirlenmesi .........ccccoevviieiiecii e, 42
3.5.4. Substrat spesifite aNANZI ..o, 43
3.5.5. Organik ¢0ziiciilerin enzim aktivite {izerine €tkiSi ............cccovvveverienenn, 44
3.5.6. Inhibitorlerin enzim aktivite {izerine €tkiSi..........coceeveereeeeeeeeeenae, 45
4, SONUCLAR VE ONERILER ......c.coovoviiiiiiiiieiiteeeeee ettt 47
KAYNAKLAR. ...t e e st e e e e s aaa e e e e nnnees 49
ENLER... . W .................... . A A 63
KISISEL YAYIN VE ESERLER ......cocvoviuiiiieiisiecteieeesesesis s s en s eesen e, 68
(076 ) 210)1Y 1 15T 69



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.

Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.

Sekil 1.7.

Sekil 1.8.
Sekil 1.9.
Sekil 1.10.
Sekil 1.11.
Sekil 1.12.
Sekil 1.13.
Sekil 1.14.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.
Sekil 3.6.

Sekil 3.7.
Sekil 3.8.
Sekil 3.9.

OKSIAALIT HBNGE......ee et 3

Antioksidanlarin siiflandirtlmast...........cccovieiii 8

(a)Hidro benzoik asit ve (b) hidroksi sinnamik asit

MOIEKUL YAPIST. vt 11
FIavonoid ruplari..........cceeiiiiiiiieiiiie i 12
PG, TBHQ, BHA ve BHT nin molekiiler yapilari.........cccccoccvvviviennnnn. 13
Lakkazin aktif bolgesinin genel yapisi ve detaylari

(Trametes trogii lakkazi PDB ID: 2HRG).......cccccoveveiieieee e 14
Streptomyces castaneoglobisporus tirozinazin yapisal

07251 1 114 (<) 5 EO R 15
Melanin OIUSUMUL ....ouuiiiieiii et 15
Ipomea katekol oksidazinin yapisi.......cceeoveereeiiieeiieeiiesieesee s 16

Rezene (Foeniculum VUIQAre).......cccovveviieiieene e 18
Hiinnap (Zizyphus JUJUDA)..........ccoveiieieiie e 19
Keg¢iboynuzu (Ceratonia Siliqua)..........ccceieevieieeieeiieseese e 20
Kisbis (Coriandrum Sativum)..........cccccueviiieieerieiee e 21

Meyan (Glycyrrhiza glabra).........ccccooveiieeiieiie e 22
TPP sisteminin gorsel gOSterimi...........ccevveeevieeeiiieiiieeeiie e eeveee e 32
Rezene fenol oksidazinin SDS-PAGE profil gorintiisi...........ccceeveennee. 37
Rezene fenol oksidazinin ADA (1) ve tBC (2) ile

aktivite boyama sonuclarini gosteren jel gorintisi.........ccccevevveeriveennee. 38
Reaksiyon sicakliginin rezene fenol oksidaz

aktivite UZETINE EtKIST...eiuviiiieiiiiiie et 39
Sicaklik degisiminin enzim kararlilig1 tizerine etkisi...........cccocovernennee. 41
Reaksiyon pH’sinin rezene fenol oksidaz aktivite iizerine

BEKIST. ..t 41
Reaksiyon pH degisiminin enzim kararlilig1 iizerine

BEKIST. ..t 42
Katekol konsantrasyonunun fenol oksidaz aktivitesine

etkisini gosteren Michaelis-Menten grafifi..........ccocccevvveiiiiiienicnnnnne 43
Fenol oksidaz enziminin Lineweaver-Burk Plot egrisi..........cc.ccovrvnnne. 43



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 3.1.

Tablo 3.2.
Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

Tablo 3.5.

Tablo 3.6.
Tablo 3.7.

Tablo 3.8.

Tablo 3.9.

Tablo 3.10.

Tablo 3.11.

Farkl1 bitki 6rneklerinde ol¢iilen fenol oksidaz

aktivitelerinin karsilagtirtlmast........cccovereereiie e 28
Ekstraksiyon pH’simin optimiZasyonU............cccueiviveeeniieesiieesnneesninennns 29
Rezeneden fenol oksidaz ekstraksiyonu

Sirasinda kullanilan PVP’nin optimizasyon sonuglart................cc....... 30
Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinin

TPP sistemlerinde fenol oksidaz enzim dagilimina etkisi..................... 34
Farkli ham ekstrakt:t-biitanol oranlarinin

TPP sistemlerinde fenol oksidaz enzim dagilimina etkisi................... 35
Sistem pH’siin TPP’de fenol oksidaz enzim dagilimina etkisi............ 36
Farkli bitki kaynaklarindan ekstrakte edilen fenol oksidazlarin

MOLEKUT KTIEST. ... 37
Farkli bitki kaynaklarindan ekstrakte edilen fenol oksidazlarin

optimum pH ve sicakliklarinin karsilastirilmasi..........ccccccveviiiiiiennnnen, 40
Rezene fenol oksidazinin substrat spesifite analizi ve

T. versicolor lakkaz ile karsilastirtlmasi...........cccceeeeeiireeieeccreeiee e, 44
Farkl1 organik ¢ozgenlerin Rezene fenol oksidaz

aktivitesi izerine tKiSi..........coviiiiiiiiiiiic 45
Inhibitdrlerin rezene fenol oksidaz aktivite lizerine etkileri ve

T. versicolor lakkazi ile karsilastirtlmast............ccoceeveieeiesieese e, 46



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

%

;lL :
umolL/mL/dak :
cm .

g

g/L

L

M
mg/mL
mL
mM

°C

U

U/g

Kisaltmalar

(a/a)
(h/n)
(NH4)2SO04
(VIv)
(wiw)
(wiv)
ABTS
ADA
APS
BSA
CTAB
dH,O
DMSO
HCI
kDa
NaOH
pH
PVP
ROS
Rpm
SHAM
TEMED
TPP

: Yizde
. Esittir

Mikrolitre
mikromol/mililitre/dakika

: Santimetre
: Gram
. gram/litre

Litre

Molar
miligram/mililitre
Mililitre
Milimolar

: Santigrat derece

Unit-Enzim birimi
Unit/gram

. Agirlik/Agirhik

Hacim/Hacim

:  Amonyum Siilfat

: Volume/Volume

. Weight/Weight

: Weight/VVolume

. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
. 4-amino-N-N diethylaniline

:  Amonyum Perstilfat

Bovine Serum Albumin (Sigir Serum Albiimini)

: Setriltrimetilamonyum

Deiyonize Su

© Dimethyl sulfoxide (Dimetil Siilfoksit)

Hidroklorik Asit
KiloDalton

Sodyum Hidroksit
. Power of Hydrogen (Hidrojenin Giicii)

Polivinilpirolidon

. Reaktif oksijen tiirleri

. Revolutions Per Minute (Dakikadaki Devir Sayisi)
. Salisil hidroksamik asit

. Tetrametiletilendiamin

. Three Phase Partitioning (Uglii faz ayirma sistemi)

Vi



REZENE (Foeniculum vulgarey TOHUMUNDAN FENOL OKSIDAZ

ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BiYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU
OZET

Bu calismada ekonomik bir bitkisel fenol oksidaz kaynaginin bulunmasi ve enzimin
olas1 uygulama alanlarmin belirlenmesi i¢in karakterizasyonu hedeflendi. Bu hedefle,
rezene (Foeniculum vulgare) tohumundan enzim Uglii-Faz Ayirma (TPP) sistemi ile
ilk defa bu calismada saflastirildi ve Kkarakterize edildi. Buna gore, %65 (w/V)
(NH,),SO, ve 1,0:0,5 oraninda enzim/t-biitanol iceren pH 6,0°da (25°C) hazirlanmuis
sistemden fenol oksidaz enzimi orta fazda topland: ve yaklasik %120 geri kazanim
ile 2 kat saflastirildi. Enzim alt biriminin molekiil agirligit SDS-PAGE ile yaklasik
21,8 kDa, optimum pH ve sicaklik degerleri ise sirasiyla 7,0 ve 70°C olarak
belirlendi. Enzimin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 49 mM ve 909 U/mL olarak
bulundu. Aktivite boyama sonrasi saf enzimde lakkaz ve katekol oksidaz aktivitesi
tespit edildi. %10 (v/v) konsantrasyonuna kadar organik ¢oziiciilerden etanol, aseton
ve dimetilsiilfoksit (DMSO) varlifinda enzim aktivitesinin kontrole gore %80-
84’1iniin korundugu tespit edildi. Ayrica fenol oksidaz inhibitorii olarak bilinen salisil
hidroksamik asit (SHAM), setriltrimetilamonyum bromit (CTAB) ve
polivinilpirolidon (PVP) varliginda inhibisyon gézlendi. Sonug olarak rezene bitki
tohumlarinin fenol oksidaz kaynagi olarak kullanilabilecegi on goriilmekte ve bu
bitkiden tek adimda gergeklestirilen ekstraksiyon metodunun basit, giivenilir,
ekonomik ve etkili bir metot olarak enzim preparati hazirlamada kullanimi
onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fenol oksidaz, Foeniculum vulgare, Karakterizasyon,
Saflastirma, Uglii-Faz Ayirma.
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PURIFICATION AND BiOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
PHENOL OXIDASE ENZYME FROM FENNEL (Foeniculum vulgare) SEED

ABSTRACT

In this study, it was aimed to produce phenol oxidase and characterize the enzyme
for investigation of its possible application areas. Towards this aim, the enzyme has
been purified by Three-Phase Partitioning (TPP) from the fennel (Foeniculum
vulgare) seeds and characterized for the first time. Accordingly, the phenol oxidase
enzyme has been partitioned to the interphase in the system prepared at pH 6.0 (25°C)
by addition of t-butanol with the ratio of 1.0:0.5 (v/v) to the mixture containing crude
extract saturated with 65% (w/v) (NH,),SO,. Under these conditions, the enzyme has
been 2.0-fold purified with a 120% activity recovery. The subunit molecular weight
of the enzyme has been determined as 21.8 kDa by SDS-PAGE. The optimum pH and
tepmerature, Km and Vmax values have been estimated as 7.0, 70°C, 50 mM and
909 U/ml, respectively. Purified enzyme has revealed both catechol oxidase and
laccase activities after the activity staining. Up to 10% (v/v) concentration, some
organic solvents like ethanol, acetone and dimethyl sulfoxide (DMSO) have been
found to make the 80-84% of the initial activity remained. On the other hand,
inhibition has been observed in the presence of salicyl hydroxamic acid (SHAM),
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and polyvinylpyrrolidone (PVP), which
are known as phenol oxidase inhibitors. As a result, it has been suggested that the
fennel plant seeds can be used as a source of phenol oxidase and the single-step
extraction method tested here provides a simple, reliable, economical and efficient
way for enzyme preparation.

Keywords: Phenol oxidase, Foeniculum vulgare, Characterization, Purification,
Three-Phase Partitioning.
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GIRIS

Gliniimiizde diinyanin karsilagtigi en énemli problemlerden bir tanesi petrol, kdmiir
ve dogal gaz gibi fosil kaynaklarinin kullanim1 sonucu ortaya ¢ikan kiiresel 1sinma
ile su, hava ve toprak kirliligidir. Ayn1 zamanda fosil kaynaklar gittik¢e azalmakta ve
ticretleri buna bagl olarak artmaktadir. Bu nedenle, dogayr korumak, enerji ve
madde ihtiyacin1 karsilamak igin fosil kaynaklara dayali ekonomi giiniimiizde
biyolojik kaynaklara dayali ekonomi ile yer degistirmektedir. Bu amagla, tarimsal
(hayvansal ve bitkisel), kentsel ve endiistriyel kokenli yenilenebilir biyokiitle yan
tiriinleri hammadde olarak tercih edilmektedir. Bu hammaddeler biyoyakit, biyogiic
ve biyotliriinler elde etmek i¢in kullanilmakta ve ticari degere sahip iiriinlere
dontistiirilmek amagli islenmektedir. Bitkilerin cogunlukla yesil
yapraklari/tohumlari/meyveleri karbohidrat, protein, enzim, lipid, cesitli fenolik
maddeler ve fitokimyasal maddeler i¢in tilkenmeyen bir ham madde kaynagi

olusturmaktadir.

Yesil bitkiler yiiksek miktardaki fitokimyasal ve biyoaktif madde igeriklerinden
dolayr “fonksiyonel besinler” olarak tanimlanmaktadir (Kaur ve Kapoor, 2002;
Martin ve dig., 1979) ayrica insan sagligi iizerindeki olumlu etkileri ve hastalik
onleyici etkilerinden dolay1 son yillarda 6zellikle dikkat cekmektedirler (Esin Celik
ve dig., 2008; Fattouch ve dig., 2007; Mothershaw ve Jaffer, 2004). Fonksiyonel
besinler, serbest radikal yakalayici molekiiller ile fenolik bilesikleri igerirler (Tura ve

Roberts, 2002; Yanishlieva ve Marinova, 2001).

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar. Bunlar
bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir. En yaygin bitkisel
fenolik antioksidanlar flavonoidler, sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller
ve fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen
maddeleri oksidasyondan koruduklari bilinmektedir (Javonovic ve dig., 1984; Moure
ve dig., 2001; Shahidi ve dig., 1992; Shadidi ve Naczk 1995).



Fenolik maddelerin oksidasyonunda rol oynayan fenol oksidazlar ¢ok genis bir
enzim ailesini olustururlar. Genel olarak ti¢ grup altinda toplanirlar. Bunlar; lakkazlar
(p-benzendiol:oksijen-oksidorediiktaz, E.C. 1.10.3.2), katekol oksidazlar (o-difenol:
oksidorediiztaz, E. C. 1.10.3.1) ve tirozinazlardir (monofenol-monooksijenazlar, E.C.
1.14.18.1). Ote yandan, bazen fenol oksidazlara dahil edilen peroksidazlar (E.C.
1.11.1.7), hidrojen perosit varliginda fenolik maddeleri oksitleyen enzimlerdir.
Endiistride fenol oksidazlar genis bir kullanim alanina sahiptir. Bunlar arasinda; gida,
kimyasal endiistri, eczacilik, sarap, bira ve meyve suyu tiretimi (fenolik maddelerin
uzaklagtirilmasi), atik su iglemleri, biyosensor iiretimi, rezin, plastik, kagit endiistrisi

ve melanin sentezi sayilabilir (Giiray, 2009).

Ulkemizde dogal olarak yayilis gosteren bitkilerin meyve, yaprak, cigek ve kok
kisimlar1 geleneksel olarak sik tiiketilmektedir. Ozellikle Kocaeli’de yerel pazar ve
aktarlarda bulunabilen kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.), hiinnap (Zizyphus jujuba
MILLER), kisnis (Coriandrum sativum L.), rezene (Foeniculum vulgare L.) ve
meyan (Glycyrrhiza glabra L.) yerel halk tarafindan gida ve tibbi amagh olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, yerel pazarlarda ve aktarlarda yaygin olarak satilan,
fenolik madde (antioksidan) igerigi bakimindan zengin oldugu bilinen bitkilerden
keciboynuzu, hiinnap, kisnis, rezene ve meyanin temin edilerek her birinin gida
olarak kullanilan kisimlarindan elde edilen oziitlerde fenol oksidaz enzimlerin
varliginin aragtirilmasi hedeflenirken ayni zamanda enzimin geleneksel olmayan
ticlii-faz ayirma metodu ile tek basamakta saflastirilarak biyokimyasal 6zelliklerinin

detayli olarak incelenmesi de planlandi.

Sonug olarak gida olarak kullanilan bazi tibbi bitkilerin birgok farkli endiistriyel
sektorde kullanim alanina sahip fenol oksidaz enzim iiretimi i¢in tarimsal kokenli
ucuz ve yenilenebilir biyokiitle olusturdugu ilk defa gosterildi. Ayrica bitki
tohumlarindan fenol oksidaz enzimi Uglii-Faz Ayirma (TPP) sistemi ile ilk kez bu
calismada saflastirildi. Yiiksek geri kazanimla saf olarak elde edilen fenol oksidaz
enzim kullaniminin endiistride bir¢ok avantaj saglayabilecegi ve gelecek ¢alismalara

151k tutabilecegi diisiilmektedir.



1. GENEL BIiLGILER
1.1. Oksidatif Stres

Oksijen yasam i¢in gereklidir ancak aerobik canlilarin biitiin hiicrelerinde
gerceklesen metabolik reaksiyonlar igin gerekli olan oksijen, ayni zamanda ¢ok
tehlikeli formlar olan serbest radikallere doniismektedir. Oksijen, insan viicudunda
solunum zinciri igerisinde siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, singlet
oksijen, vb. reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturmaktadir. Organizmada serbest
radikaller ve onlar1 detoksifiye eden antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi
“oksidatif stres” olarak tanimlanir. Hiicre igerisinde normal sartlarda oksidan ve
antioksidanlar denge halinde bulunmaktadir. Ancak bu denge hali reaktif oksijen
tirlerinin iiretiminin artmasi ya da antioksidan miktarindaki azalma nedeniyle
oksidanlar yoniine kaymaktadir (Sekil 1.1). Oksidatif stres kosullart altinda kanser,
hiicresel yipranma ve yaslanma, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar, diyabet ve
bagisiklik sistemi hastaliklar1 ile sonuglanan, hiicre membranlart ve DNA gibi
biyolojik yapilarin oksidatif hasarina sebep olabilen radikalik zincir reaksiyonlari

olugsmaktadir (Halliwell ve Aruoma, 1991).
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Sekil 1.1. Oksidatif denge (Ozcan ve dig., 2015)



1.1.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Biyolojik sistemlerde bir¢ok radikal tiirli olmasina karsin en c¢ok goriilen ve
oksijenden olusan radikaller genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirilmaktadir. Oksijenden olusan radikaller biyolojik sistemlerde olusan
radikallerin 6nemli bir sinifin1 temsil etmektedirler. Aerobik yasamin bir parcasi olan
ROS’lar devamli iiretilmektedirler. Bunlar ¢esitli enzimatik reaksiyonlar veya
mitokondride elektron tasima zinciri (ETS) boyunca oksijenin indirgenmesi ile

olusmaktadir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) baslica radikal tiirleri; Siiperoksit radikali (O*’),
Hidroksil radikali (OHe), Hidroperoksil radikali (HO,¢) ve non-radikal (radikal
olmayan) tiirleri ise; Hidrojen peroksit (H,O;), Hipokloréz asit (HOCI), Singlet

oksijen (*05) olarak yer almaktadir.

Siiperoksit Radikali (O2¢")
Molekiiler oksijenin bir elektron (e-) alarak indirgenmesi sonucu olusur (Denklem
1.1) (Cash ve dig., 2007).

O+ ——> 0Oy (1.2)

Stiperoksit radikalinin olusumu ¢ogunlukla hiicrenin mitokondrisinde gergeklesir.
Stiperoksit radikali bir serbest radikal olmasina karsin, kendisi dogrudan zarar
vermez. Asil onemli olan kisim, hidrojen peroksit (H2O7) kaynag: ile gecis metal
iyonlar1 indirgeyicisi olmasidir. Azalmis siiperoksit radikali seviyeleri, bakteriyal
enfeksiyonlara karsit artan bir yatkinlik olusturabilir. Artmis siiperoksit radikali
seviyeleri ise SOD (siiperoksit dismutaz) enzimi tarafindan H,O, ve oksijene
doniistiiriilerek azaltilir. Boylece hiicresel stiperoksit radikali seviyeleri yogun bir
sekilde kontrol altina alinmis olur. Siiperoksit radikalinin asir1 iiretimi ise hiicresel
metabolizmanin artan glukoz tarafindan dengesinin kaybedildigi durumlarda
gerceklesir. ATP (adenozin trifosfat) sentezi engellenir ve elektron tagima zinciri

(ETS) yavaslar (Memisogullari, 2005).



Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin 2 elektron (e-) alarak indirgenmesi sonucu olusur (Denklem
1.2). Siiperoksit radikali iireten herhangi bir sistem ayni zamanda siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile H,O, (hidrojen peroksit) iiretimi gergeklestirir ve olusan

bu tepkime “dismutasyon” tepkimesi olarak adlandirilmaktadir.
0y ++0, «+2H" =L S H,0,+0, (1.2)

H20, zayif bir oksidan ile gecis metali iyonlarinin yoklugunda nispeten kararli ve
zayif bir indirgendir (Gutteridge, 1995). Herhangi bir ortaklanmamis elektronu
bulunmadigindan kendisi bir serbest radikal olarak kabul edilmez; fakat ROS olarak
kabul edilir. H,O, yiiksek konsantrasyon seviyelerinde gii¢lii oksijen radikalleri
olusturmasi nedeniyle toksik sayilir. Artan H,O, seviyelerinde viicut karsi savunma
mekanizmas1 olarak, glutatyon peroksidaz (selenyum iceren), baz1 diger
peroksidazlar ve katalaz enzimlerinin etkisi ile hiicre disina ¢ikarilir (Gutteridge,
1995). Bu enzimlerle H,O,, oksijen ve su gibi iirlinlere donistiiriilerek etkisiz hale
getirilir (Mercan, 2004). Baslica 6nemi ise, reaktif gecis metal iyonlar1 varliginda,

OHe (hidroksil radikali) olusumu i¢in bir kaynak olmasidir.

Hidroksil Radikali (OHe)

Molekiiler oksijenin 3 elektron (e”) alarak indirgenmesi sonucu olusur (Denklem
1.3). OHe radikali ¢ok yiiksek reaktivitesi bulunan tehlikeli bir radikaldir
(Memisogullari, 2005; Valko ve dig., 2007). Hidroksil radikali (OH¢) suyun yiiksek

enerjili iyonizasyonundan olusan 6nemli bir tirtindiir (Gutteridge, 1995).
H,O—> OH.+H ' +e° —>H,0; (1.3)

Hidroksil radikali kaynagi Haber-Weiss reaksiyonudur ve bu reaksiyonda O

radikalinin H,O; ile reaksiyona girmesiyle hidroksil radikali olusur (Denklem 1.4).

Oy +H,0, —>  Op++OH+OH (1.4)



O, radikali gecis metal iyonu olan Fe™ i Fe*? iyonuna indirgemesi ile Fenton
reaksiyonunu hizlandirmaktadir (Denklem 1.5) (Afonso ve dig., 2007; Valko ve dig.,
2006). Bu sekilde H,0O; ile Fe*? arasinda Fenton reaksiyonunu baslatir (Ozyiirek ve
dig., 2008). Bu sekilde hidroksil radikali olusur (Denklem 1.6).

Oy +Fe™ —> Fe'?+ 0, (1.5)

Fe'? + H,0, —> Fe**++0OH+OH (1.6)

Canl1 organizmada hidroksil radikalinin siipiiriilmesi i¢in 6zellesmis bir enzim ya da
molekiil bulunmamaktadir. Bu yilizden hidroksil radikali sentetik antioksidanlar ya da

gidalarla alinan antioksidanlar ile siipiiriilmektedir.

Singlet Oksijen (*O5)

Eslenmemis elektron icermediginden serbest radikal olmayan reaktif oksijen tiiriidiir.
Delta ve sigma olmak {izere singlet oksijenin iki sekli bulunmaktadir. Singlet oksijen,
oksijenin yiliksek reaktif seklidir. Singlet oksijenin olusumu fotokimyasal
reaksiyonlarda ¢ok oOnemlidir (Gutteridge, 1995). H,O,’ nin reaksiyonu veya

hipoklordz asit ile de iiretilebilmekte ve hala patofizyolojik 6nemi tartisilmaktadir.

Hidroperoksil Radikali (HO,¢)

Stiperoksit radikalinin (Oz*") protonlanmasi ile hidroperoksil radikali olusur.
Siiperoksit radikalinden daha giiclii bir indirgeyici ve daha giiglii bir oksidandir.
Hidroperoksil radikalinin biyolojik membranlar1 kolay ge¢cmesi ve yag asitleri ile

direkt etkilesime girmesi 6nemlidir (Gutteridge, 1995).

Hipokloroz Asit (HOCI)
Aktif notrofillerde olusan kuvvetli bir oksidandir. Notrofil sitoplazmasi igerisinde
bulunan “hem” igeren enzim olan miyeloperoksidaz enzimi etkisiyle kloriir iyonlar1

(CI") ve H207” den HOCI olusmaktadir (Denklem 1.7) (Murray ve dig., 1996).

H,0,+Cl +H" —>  HOCI + H,0 (1.7)



Hipoklordz asit hidroksil radikali olusumunu Fe*? bagimli reaksiyon ve Fe*?

bagimsiz reaksiyon ile arttirabilir (Denklem 1.8, Denklem 1.9) (Gutteridge, 1995).
HOCI+ O —> OH++Cl'+ 0, (1.8)

HOCI + Fe> —> OHe« + CI' + Fe™® (1.9)

Biyolojik sistemlerde ROS’un hem pozitif hem de negatif etkileri vardir. Diisiik
yogunluklarda olduklarinda ROS un pozitif etkilerinden s6z etmek miimkiin olabilir.
Omegin, fagositoz aracih@ ile enfeksiyonlara karsi savunma, sitokrom p450
araciligiyla ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, sitotoksik lenfositler ile makrofajlar
araciligiyla kanser hiicrelerini 6ldiirme, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi,
mitokondride ATP iiretimi ve diisiik konsantrasyonlarda mitojenik yanitlara sebep
olma ve hiicre i¢i sinyalizasyon sayilabilir. Diger taraftan ROS proteinleri,
karbohidratlar, lipidler ve DNA gibi temel biyomolekiillere karsi negatif etki ederler
(Ardestani ve Yazdanparast, 2007). Serbest radikallerin pozitif ve negatif etkileri
arasinda hassas bir denge vardir ve bu denge hali canli organizmalar i¢in ¢ok
onemlidir. Bu denge hali "redoks diizenleme" olarak isimlendirilen mekanizmalar ile
elde edilir. Canli organizmalar1 redoks diizenlemesi c¢esitli oksidatif streslerden
korumaktadir (Valko ve dig., 2007).

1.1.2. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusumunu engelleyerek ya da mevcut bulunan serbest
radikalleri stipiirerek hiicrenin zarara ugramasini engelleyen ayrica yapisinda fenolik
fonksiyon bulunduran molekiillerdir (Kahkoénen ve dig., 1999). Prooksidanlar (reaktif
oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) ise niikleik asitler, lipidler ve proteinlerde
oksidatif hasara neden olan, bunun sonucunda ise gesitli patolojik durumlara veya
hastaliklara neden olan toksik maddelerdir. Bu zararli bilesiklerin varligi,
antioksidanlar1 6nemli kilmaktadir (Cao ve Prior, 1999). Ciinkii antioksidanlar,
prooksidanlart indirgeyerek diisiik toksisiteli ya da zararli olmayan iiriinlere
doniistiiriirler. Antioksidanlarin insan saglifindaki yerini belirleyen en Onemli
faktorler, onlarin kimyasal yapilari, ¢oziniirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal
kaynaklardan elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001). Antioksidanlar viicut

hiicreleri araciligiyla tretildikleri gibi aym1 zamanda disaridan gidalar yolu ile
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alinabilmektedir. Gidalarda bulunan ve insan viicudunu toksik prooksidanlardan
koruyan dogal antioksidanlar, oncelikli olarak vitaminler (E, A ve C vitaminleri),
karotenoidler, polifenoller ve flavonoidlerdir. Antioksidanlarin en Onemlileri
polifenoller ile polifenollerin tiirevleridir. Bu bilesikler (polifenoller) oksidatif
sistemde farkl1 sekillerde davranabilmektedirler. Ornegin; singlet oksijeni siipiirerek
mevcut oksijen derisimini disiirebilirler, hidroksil radikallerini tutma o6zelligini
kullanarak zincir reaksiyonunun baslamasini Onleyebilir veya metal iyon
katalizorlerini baglayabilirler (Shahidi, 1996).

Normal fizyolojik sartlar altinda hiicreler, olusan serbest radikaller ve peroksitler gibi
molekiillerin sebep olabilecegi oksidatif hasar1 engelleyebilmek icin antioksidan
savunma sistemleri araciligiyla korunmaktadir (Rice-Evans ve dig., 1997). Bu

savunma sistemleri Sekil 1.2°de gosterildigi gibi siniflandirilir.

ANTIOKSIDANLAR

1

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

SOD, Katalaz, GSH-Px, . o
Gluta’tyon Raezdl'.'l ' Mineraler —« = Organosilfur Bilegikleri

Cinko, Selenyum Allium, Allil Salfit, Indeller

—= Karotenoidler

Vitaminler —-—
Vitamin A, Vitamin C, Beta-Karoten, Likapen,
Lutein

Witamin E, Vitamin K

Dugiik Molekuler - Antioksidan
Agirlikh Antioksidanlar [ Kofaktorler
Glutatyon, Urik Asit, Koenzim Q.

POLIFENOLLER ~—

Flavonoidler Fenolik Asitler

l Hidroksi-benzoik Asit
Flavancnlar Elavonlar isoflavanoidler Gallik Asit, Ellagik Asit
Hesperitin Krisin Genistein,
T T " P . "
Fl Lo Flavanollar ~ Hidroksi-sinnamik asit
avonollar Antosiyanidinler Katesin, EGCG, Ferolik, p-kurmarik

Quercetin, Kaempfercl  Siyanidin, Pelagonidin

Sekil 1.2. Antioksidanlarin siniflandiriimasi (Ozkaya, 2007)

Dogal Antioksidanlar

Hiicre igerisinde ¢esitli mekanizmalar ile olusan serbest radikallerin etkileri bazi
enzimler aracilifiyla engellenir. Pek cok enzim serbest radikalleri engellemede
dogrudan veya dolayli olarak katkida bulunsa bile iclerinde en 6nemli olanlarin

calisma mekanizmalari asagidaki gibidir;



Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Siiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) enzimi siiperoksitin oksijene Vve hidrojen

peroksite doniistimiinii katalizler (Denklem 1.10) (Chaudiere ve lliou, 1999).

20, +2H" 225 H,0, + 0, (1.10)

Katalaz (CAT)

Katalaz (E.C.1.11.1.6) enzimi, hidrojen peroksitin su ve oksijene doniismesini
saglayarak etkisiz hale getirir (Denklem 1.11). H,O,, bir radikal olmamasina karsin
yiiksek reaktivite gosteren OHe radikalinin Onciisiidiir ve oksidatif hasara neden
olabilir. Bu sebeple katalaz, H,O,’nin iki elektronunu su ve oksijene doniisiimiinii

katalizleyerek H,0O, konsantrasyonunu azaltmaya g¢alisir.
2H,0, AT 5 2H,0 + 0, (1.11)

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Selenoenzimlerden olan glutatyon peroksidaz (E.C.1.11.1.4) enzimi, hidrojen
peroksit varliginda hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur (Denklem 1.12).
Reaksiyonda GSH (glutatyon) okside olmus GSSG (glutatyona) yiikseltgenirken,
organik hidroperoksitler alkole ve hidrojen peroksit suya indirgenir (Denklem 1.13)
(Chaudiere ve lliou, 1999).

H,0, +2GSH —% 5  GSSG + 2H,0 (1.12)
ROOH +2GSH — % 5 ROH + H,0 + GSSG (1.13)

Glutatyon Rediiktaz (GR)
Glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7) enzimi, GPx (glutatyon peroksidaz) araciligiyla
hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusmus olan okside glutatyonun (GSSG)

tekrar eski indirgenmis formu olan glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalizler

(Denklem 1.14) (Pektas, 2009).

GSSG + NADPH + H—— SR 5 2GSH + NADP" (1.14)



Non-Enzimatik (Enzimatik Olmayan) Antioksidanlar

Enzimatik yapida olmayan dogal antioksidanlardir. Bitki ya da hayvan dokularinda
bulunan veya bitkisel ya da hayvansal kaynakli olan bilesiklerin pisirilmesi ya da
islem gormesiyle olusan maddelerdir. Hemen hemen biitiin bitkilerde, baz1 hayvansal
dokularda ve mikroorganizmalarda bulunabilirler (Goriinmezoglu, 2008). Dogal
antioksidanlarin pek ¢ogu fenolik bilesiklerdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar,

karotenoidler, askorbik asit, tokoferoller ve flavonoidlerdir.

Askorbik asit (C Vitamini)

C vitamini, suda ¢oziinebilen bir vitamindir. Viicuttan idrarla atilir ve her giin
disaridan alinmasi1 gereklidir. C vitamini o6zellikle sebze ve meyvelerde bulunur.
Ornegin, gilek, limon, portakal, yesilbiber, domates vs. yiiksek miktarda askorbik asit

icermektedirler.

Diisiik molekiil agirlikli bu antioksidan demir absorpsiyonu, kollajen sentezi ve
hiicrelerin indirgenmis halinin korunmasinda 6nemlidir. C vitamini insanda hastalik
olusturma potansiyeline sahip pek c¢ok tiirii okside edebilmektedir (Buettner, 1993;
Halliwell, 1999).

Tokoferoller (E Vitamini)
Tokoferoller, dogada a, y, B ve & olmak tizere dort farkli bicimde bulunur. Bunlar
arasinda ise biyolojik olarak en aktif olan ayrica en yaygin bicimde bulunan a-

tokoferoldiir (Shadidi, 2000).

E vitamini, yagda ¢Oziinebilir bir vitamindir. Oksijen bulunmayan ortamlarda
sicaklik ve asite dayaniklidir. Eslesmemis elektronlar ile reaksiyona girebilen ve
indirgeyebilen hidroksil grubunu icerir. Serbest radikal reaksiyonlarinda zincir kirici

etkiye sahiptirler (Antmen, 2005).

B-Karoten
Bitkilere sari, turuncu ve kirmizi renklerini veren [-karoten, hidrokarbon
karotenoidler sinifina girmektedir. B-karoten 1s1ya, 1518a ve oksijene kars1 son derece

duyarlidir. Bu sebeple, gida endiistrisinde antioksidan ve katki maddesi olarak
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kullanilmaktadir (Calimli, 2003). A vitamininin provitamini olan p-karoten, A
vitamini eksikliginde vitamin A’ya cevrilir. B-karoten, yagda ¢oziinen vitamindir.
Membranlarda, homojen lipid ¢6zeltilerde ve intakt hiicrelerde, yapilan ¢alismalarda
B-karotenlerin tokoferollere kiyasla antioksidan aktivitesinin daha diisiik oldugu
bulunmustur. Buna ragmen [-karoten, lipozomlar1 lipid peroksidasyonlarma karsi

koruma yetenegindedir (Woodall, 1997).

Polifenoller

Polifenoller her molekiiliinde birden ¢ok fenol grubu bulunduran bilesiklerdir. Ayrica
polifenoller, fenol oksidaz enzimleri katalizorliigiinde enzimatik esmerlesmeye sebep
olan 6nemli madde grubudur. Polifenollerin antioksidan aktivitesi demiri indirgeme
giliciine ya da serbest radikalleri baglama kapasitesine dayanmaktadir (Pulido ve dig.,
2000; Yoshino ve Murakami, 1998). Yapilan bazi ¢alismalarda polifenollerin in vivo
sartlar altinda endotelyal fonksiyon artirict (Caton ve dig., 2010), iltihap onleyici ve
hiicresel sinyal iletimine olumlu etki saglayan ozellikleri gibi bir¢ok Onemli
etkilerinin varligi rapor edilmistir (Ramos, 2008; Sies ve dig., 2005; Williams ve
dig., 2004). Polifenoller, fenolik asitler ve flavonoidler olmak tizere iki ayrilir (Neo

ve dig., 2010).

Fenolik asitler

Fenolik asitler bitkilerde ¢ok fazla miktarda bulunurlar. Bunlar hidroksi sinnamik asit
ve hidroksi benzoik asitleri igeren iki gruptan olusmaktadir (Sekil 1.3). Dogal olarak
olusabilen bu bilesikler; kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok kronik
olan hastaligin asil nedeni olan reaktif oksijen tiirleri ile serbest radikallere karsi
gliclii bir antioksidan etki gostermektedirler (Andreasen ve dig., 2001; Yu ve dig.,
2002; Yu ve dig., 2003).

= )
e L=1 o
=] ;O —
LT O

Sekil 1.3. (a) Hidro benzoik asit ve (b) hidrosi sinnamik asit molekiil yapis1 (Russell
ve Duthie, 2011)

11



Flavonoidler

Flavonoidler, difenilpropanoidler olup insan viicudunda sentezlenemeyen genellikle
bitkilerde bulunan antioksidanlardir. Flavonoidler serbest radikalleri engelleyici,
antibiyotik ve antiallerjen Ozellikleri tasimalari, enzim aktivitelerini diizenleyici,
iltihap, ishal ve {ilser Onleyici gibi gorev almalarindan Otliri onem tagimaktadir
(Capanoglu ve Boyacioglu, 2009). Antioksidan kapasitesi bakimindan 6nemli olan

bazi1 flavanoidler Sekil 1.4’de gosterilmektedir.

X

Ofl

Flavanon
Flavonol ~F
\/l o
. /‘ SN DT /\/f
Flavanol ?/ o C
ot izoflavon Antosiyanin

Sekil 1.4. Flavanoid gruplari (Cetin, 2012)

Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar, gidalarin ve hayvan yemi iiriinlerinin tazeligini, besleyici
degerini, lezzetini ve rengini korumak ayrica stabilize etmek i¢in yillardir yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Williams ve dig., 1999). Biitillenmis hidroksi toliien
(BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), tert-biitil hidrokinon (TBHQ) ve propil
gallat (PG), kimyasal stabiliteleri (Sekil 1.5), diisiik maliyetleri ve bulunabilirlikleri
nedeniyle en sik kullanilan sentetik antioksidanlardir (Yang ve dig., 2002).Sentetik
antioksidanlarin yararina drnek olarak gida iiriin kalitesini korumada yiiksek diizeyde
koruma saglamasi verilebilir, ancak asir1 miktarda antioksidanlar saglik agisindan
risk tagimaktadir. Bu sebeple astim ve kurdesen de dahil olmak {izere alerjen
reaksiyonlara neden olabilirler (Simon, 2003). BHA ve BHT'nin laboratuvar
hayvanlarinda yiliksek seviyelerde kullanildiginda karaciger hasarindan ve
karsinojenezden sorumlu oldugundan siiphelenilmistir (Shahidi ve Ambigaipalan,
2015).
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Sekil 1.5. PG, TBHQ, BHA ve BHT'nin molekiiler yapilar1 (Shahidi ve Zhong, 2010)

1.2. Fenol oksidazlar

Fenol oksidaz enzimleri aktif merkezlerinde bakir atomu igeren “metalloenzimler”
grubunda yer almaktadir. Substratlar1 fenolik bilesiklerdir ve oksijen varliginda
esmerlesme reaksiyonu ile substratlarini oksitlemektedirler. Fenol oksidazin neden
oldugu esmerlesme reaksiyonu, bitki dokusundaki fenoliklerin yiiksek oranda reaktif
kinonlara donilismesinden kaynaklanmaktadir. Proteinler ve polifenoller arasinda
polimerizasyon ve yogunlasma reaksiyonlar1 yapildiktan sonra, bu sekilde olusan
kinonlar renk degisikligi saglamak i¢in kahverengi pigmentlerin olusumuna yol agar
(Gonzalez ve dig., 2000; Mayer, 2006). Bu reaksiyonlar, proteinlerin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerinde degisikliklere neden olmakta ve bu da islenmis gidalarin

kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir.

Genel olarak “fenolaz” veya “polifenol oksidazlar”, fenol oksidaz igin substrat olan
molekiiler oksijen varliginda aromatik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen
enzimleri tarif etmek icin kullanilir. Bu enzimlerin {i¢ ana grubu lakkazlar (E.C.
1.10.3.2, p-benzendiol: oksijen oksidorediiktaz), katekol oksidazlar (o-difenol
oksidorediiktaz; E.C. 1.10.3.1) ve tirozinazlardir (E.C. 1.14.18.1, monophenol
monooksigenaz) (Griffith, 1994).
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1.2.1 Lakkaz

Lakkazlar (p-benzediol: oksijen oksidorediiktazlar, EC 1.10.3.2), 18. yiizyildan beri
yogun olarak calisilan bir enzimdir (Sharma ve Kuhad, 2008). Ilk olarak 1883'te
Yoshida tarafindan tanimlanmis ve 1985'te Bertrand tarafindan enzim iceren bir
metal olarak rapor edilmistir (Mayer ve Staples, 2002). Lakkaz enzimi mantarlar,
yiiksek bitkiler ve bocekler arasinda yaygin sekilde dagilmistir (Mayer ve Staples,
2002). Aktif bir holoenzim formu olarak lakkaz molekiilii, genellikle ii¢ redoks
bolgesine (tip 1, tip 2 ve tip 3 Cu ¢ifti) bagli olduklar1 i¢in multicopper oksidazlarin
tiyesidir (Farver and Pecht, 1984). Lakkaz enzimleri multimerik kompleksler

olusturacak bigimde oligomerize olan izoenzimlerden olusmaktadir.

4
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Sekil 1.6. Lakkazin aktif bolgesinin genel yapisi ve detaylart (Trametes trogii
lakkazi, PDB ID: 2HRG). Ug kupredoksin benzeri alan (D1, D2 ve D3) sirasiyla
yesil, mavi ve eflatun ile gosterilmistir. Mor mavi kiireler bakir iyonlarini, kirmizi
kiireler ise su molekiillerini gdsterir. I¢ transfer yolunun T1 Cu'dan T2 / T3 triniikleer
kiimesine olan kalintilar1 sar1 renktedir. Katalitik bakirlarin birinci koordinasyon
alaninda yer alan kalintilar ve bunlarin etkilesimleri (siyah ¢izgiler olarak) de temsil
edilmektedir (Mate ve Alcalde, 2015)

1.2.2. Tirozinaz
Tirozinazlar (monophenol monooksigenaz, EC 1.14.18.1), cesitli organizmalarda
bulunan ve bakir igeren bir monooksijenazdir (Sekil 1.7). Bu enzimler,

monofenollerin hidroksilasyonunu (kresolaz aktivitesi) ve daha sonra o-difenollerin
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karsilik gelen o-kinonlara (katekol oksidaz aktivitesi) oksidasyonu olan iki tip
reaksiyonu katalize eder (Sekil 1.8). Bu o-kinonlar, diger maddelerle reaksiyona
girerek veya kendi kendine polimerleserek melaninler gibi yiiksek molekiil agirlikli
siyah/kahverengi pigmentleri olusturur (Marusek ve dig., 2005). Bitkiler igin
tanenler, lignin, flavonoidler (Marusek ve dig., 2005) gibi fenolik polimerlerin
tiretilmesinde ve bitki hiicrelerinin solunum ve bitkilerde yaralarin iyilesmesi

sirasindaki redoks potansiyelinin diizenlenmesi i¢in dnemlidir (Mayer, 2006).

H|S(38)

0 His(216)
p Hls(54)

y

15(194)

His(63)
J His(190)

Sekil 1.7. Streptomyces castaneoglobisporus tirozinazin yapisal 6zellikleri. A, X-
1511 kristalografisi (PDB kodu: 2ZWE) ile ¢6ziilmiis olan bir caddy proteini (mavi)
ile komplekslenmis bakir bagli tirozinazin (yesil) genel ligiinciil yapis1 (Matoba ve
dig., 2006). Bakir atomlar1 kirmizi toplar olarak temsil edilir ve bakir
koordinasyonunda yer alan kalintilar ¢ubuklarla gosterilir. B, Biniikleer bakir
merkezinin koordinasyon kiiresinin gdsterimi ve tirozin substratinin konumu
(Enguita, 2011)

ga HO
OH _J’,‘ l\._
,Q/ _nre"énlaae cﬂtmmlasa /CE pigments
R acthity: R
TYR _ 'R0
monophenol o-diphenol o-quinone

Sekil 1.8. Melanin olusumu. Siyah/kahverengi pigmentler, fenoliklerin kresolaz ve
ardindan katekolaz aktivitesi yoluyla oksidasyonu ile olusur (Marusek ve dig., 2006)
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1.2.3. Katekol Oksidaz

Katekol oksidazlar (o-difenol oksidorediiktaz; EC 1.10.3.1), melanin olusumunda
yalnmizca son tepkimeyi katalize eden anahtar enzimlerdir; sadece Kkatekolaz
aktivitesine sahiplerdir. Yapilarinda iki bakir atomu bulundururlar (Sekil 1.9).
Katekol oksidaz aragtirmalarinda, enzimin substrat ozgilliigii i¢in katekol, 4-
metilkatekol ve kafeik asit ile yiiksek aktivite gosterdigi (Gerdemann ve dig., 2002),
diger yandan —COOH grubu igeren substratlar tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir
(Rompel ve dig., 1999). Katekol oksidazlar bitki dokularinda ve bazi bocek ve
kabuklularda bulunur (Hughes, 1999).

His 240

His 274

His 88

Active site with binuclear copper
centre and His-Cys cross-link

Catechol oxidase
PDB ID: 1BT3

Sekil 1.9. Ipomea katekol oksidazinin yapisi. Aktif bolge, her biri ii¢ histidin
tarafindan koordine edilen iki bakir atomu (CuA ve CuB) igerir (Ravikiran ve
Mahalakshmi, 2014)

1.2.4. Peroksidaz
Peroksidazlar (E.C.1.11.1.7), hidrojen peroksit varliginda reaksiyonlar katalize eden
bircok mikroorganizma ve bitki kaynagi tarafindan {iretilen hemoproteinlerdir

(Duran ve Esposito, 2000).

Fenol oksidaz enzimi gibi peroksidazlar, difenollerin istenmeyen kahverengi, kirmizi
veya siyah pigmentlere polimerize olan o-kinonlar1 iireten indirgen substratlar olarak
islev gorebilecegi enzimatik esmerlesmeye katilan oksidorediiktazlardir (Chisari ve

dig., 2007).
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1.3. Gida Bitkileri
1.3.1. Rezene

Rezene (Foeniculum vulgare), Apiaceae (Umbelliferae) familyasina ait bir bitkidir
(Sekil 1.10). Rezene, karakteristik bir anason kokusuyla oldukg¢a aromatiktir. Salata,
corba ve bitkisel ¢aylar gibi pek cok tabakta stabil bir bilesendir (Carvalho, 2005;
Santayana ve digerleri, 2007; Tardio, ve dig., 2006).

Bu ot birgok mutfak ve geleneksel ilag kullanimina sahiptir. Ornegin, yumrular, geng
siirglinler, yapraklar, c¢iceklenme govdeleri, olgun salkimlari ve tamamen
olgunlagsmis, kurutulmus tohumlar yaygin olarak ev yapimui ilaglarda kullanilir ve
ozellikle sindirim sistemi hastaliklar1 olmak iizere cesitli sikayetlerin tedavisinde
yararli oldugu soylenir (Camejo ve dig., 2003; Carvalho, 2005; Novais ve dig., 2004;
Santayana ve digerleri, 2007).

Rezene, bobrek taslarinin tedavisinde, idrar soktiiriicii olarak kullanildig1 gibi
diyabet, mide rahatsizliklari, bronsit ve kronik Oksiiriiklerin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Ayrica anne siitinii arttiran  Ozelliklere sahip  oldugu
diistiniilmektedir (Camejo-Rodrigues ve digerleri, 2003 Carvalho, 2005; Novais ve
dig., 2004; Salgueiro, 2004).

Rezene tliketiminin olas1 faydali etkileri iki grup sekonder metabolitin varlig: ile
iligkili olabilir: poliasetilenler ve polifenoller. Poliasetilenlerin gogunun Apiaceae
familyasinin en ¢ok havug ve yaban havucu kusaginda olustugu bilinmektedir, ancak
son zamanlarda rezene yumrusunda da bulundugu bildirilmistir (Zidorn ve dig.,

2005).

Onemleri, kolon kanseri hiicrelerine, insan mide adenokarsinom hiicrelerine,
16semiye (L-1210), fare melanomuna (B-16) ve fare fibroblast tiirevli timor
hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostermeleridir (Christensen ve Brandt, 2006;
Kobak-Larsen ve dig., 2005). Polifenoller de rezene basta olmak iizere bir¢cok
bitkide gozlenmekte olup donemli 6zellikleri antioksidan olmalaridir (Bilia ve dig.,

2000; Parejo ve dig., 2004).
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Sekil 1.10. Rezene (Foeniculum vulgare) (URL-1)

1.3.2. Hiinnap

Zizyphus jujuba (hiinnap), Rhamnaceae (Cehrigiller) familyasina ait gogunlukla
Avrupa, gliney ve dogu Asya ve Avustralya'da, 6zellikle de kuzey Cin'in i¢
bolgesinde ve iilkemizde de daha ¢ok Bat1 ve Giiney bolgelerinde yetisen meyveleri
yenilebilir 6zellikte olan bir bitkidir (Sekil 1.11). Ana biyolojik aktif bilesenleri
vitamin C, fenolikler, flavonoitler, triterpenik asitler ve polisakkaritlerdir.

Meyve oziitleri gastrointestinal bozukluklarin tedavisinde, anti-enflamatuar ve anti-
kanser etkili olarak ve obezite karsit1 olarak kullanilmaktadir (Gao ve dig., 2013).
Hiinnap genellikle hem beslenme hem de nutrasétik (hastalik riskini azaltan ve saglik
tizerinde yararl etki gdsteren) degerler ile ilgili olarak biyolojik aktif bilesiklerin
milkemmel bir kaynagi olarak taninir. Kurutulmus hiinnap meyveleri, besin
degerlerinin yiiksek olmasindan dolayi, binlerce yildir gida katki maddesi ve
tatlandiric1 olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Li ve dig., 2007). Macun, piire,
surup ve sekerlemeden yapilan hiinnap meyveleri, sindirim iyilestirilmesi ve genel
saglik bakimi i¢in tiiketilir (Huang ve dig., 2008, Outlaw ve dig., 2002). Ayni
zamanda kadinlarda dalak ve histeri yetersizligi sendromlarinda anoreksi, yorgunluk

ve ishal tedavisi i¢in Cin tibbinda (TCM) kullanilmaktadir (Guo ve dig., 2010).
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Sekil 1.11. Hiinnap (Zizyphus jujuba) (URL-2)

1.3.3. Ke¢iboynuzu
Ceratonia siliqua (kegiboynuzu), Fabaceae (Baklagiller) ailesine mensup yenilebilir
Ozellikte olan tibbi bir bitkidir (Sekil 1.12). Cigneme tiitiinlerine aroma vermesi

amaciyla ve ¢ikolata sanayinde tatlandirici olarak meyveleri kullanilir.

Ke¢iboynuzu meyvesinde bulunan fenolik bilesiklerin ana kategorileri fenolik asitler,
gallotaninler ve flavonoidlerdir. Kec¢iboynuzu meyvelerindeki polifenollerin
konsantrasyonu kuvvetle genetik, ¢evresel ve ekstraksiyon yontemlerine baghidir
(Papagiannopoulos ve dig., 2004). Ke¢iboynuzu meyvelerinde fenolik bilesikler,
serbest, bagl veya ¢oziiniir konjuge formlar olarak bulunur (Novotni ve dig., 2011).
Dubravka ve dig. kegiboynuzu fenoliklerinin ¢ogunun kovalent olarak diyet liflerine
bagli oldugunu bildirmislerdir. Ek olarak, ke¢iboynuzu tohumu zengin fenolik bilesik
kaynagidir ve bitkinin 448 mg/kg miktarinda ekstrakte edilebilir polifenoller icerdigi
belirlenmistir (Papagiannopoulos ve dig., 2004).

Keciboynuzu, literatiirde anti-tiimdr, anti-proliferatif ve proapoptotik aktiviteye sahip
oldugu gosterilen fitokimyasal bilesikler bakimindan zengindir. Ornegin, yaygmn
olarak ¢alisilan bir polifenol olan quercetin, dogrudan antiapoptotik protein Bel-XL'yi

hedef alarak T-16semik hiicrelerde apoptozu tesvik eder (Primikyri ve dig., 2014).
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Sekil 1.12. Keglboynuzu (Ceratonia siliqua) (URL-3)

1.3.4. Kisnis

Coriandrum sativum, Apiaceaec (Umbelliferae) ailesinde kisnis olarak bilinen bir
tirdir (Sekil 1.13). Meyveleri ve tohumlar1 yenilebildigi gibi meyvelerinden elde
edilen esansiyel yaglarin antioksidan aktivite gosterdigi de bildirilmistir (Samojilik
ve dig., 2010, Wangensteen ve dig., 2004). Kisnis meyvelerinden elde edilen ugucu
yag1 gida, ilag, parfiimeri, kozmetik ve igecek sanayinde cesitli sekillerde kullanildigi

i¢in ekonomik 6neme sahiptir.

Kisnis, eski zamanlardan beri halk ilaglarinda veya baharat olarak kullanilan bir bitki
tiirlidiir. Giliniimiizde ise parfiim, tip, ve gida sanayinde biyiikk bir kullanim
yelpazesine sahiptir. Kisnis’den elde edilen ugucu yagin ana bileseni olan Linalool,
meyvemsi ve hafif ¢igeksi kokusuyla cesitli ilag 6rneklerinde kotii kokuyu onlemek
amactyla kullamlir (Dogan ve Akgiin, 1987). Ote yandan elde edilen bu ugucu
yaglari ile bazi ekstraktlari, kanser onleyici (antimutagenic) (Eslava ve dig., 2004),
kan sekeri disiriicii (hypoglycemic) (Waheed ve dig., 2006), gaz giderici
(carminative) ve yag diisiiriicti (hypolipidemic) (Chithra ve Leelamma, 2000; Lal ve
dig., 2004), agn kesici (analgesic) (Chaudhry ve Tariq, 2006), kaygi giderici
(anxiolytic) (Emamghoreishi ve dig., 2005), kas gevsetici (relaxant) (Vejdani ve dig.,
2006) ve mikrop oldiiriicii (antimicrobial) (Kubo ve dig., 2004; Cantore ve dig.,
2004) etkilerinden dolay1 kullanilirlar.
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Sekil 1.13. Kisnis (Coriandrum sativum) (URL-4)

1.3.5. Meyan

Glycyrrhiza glabra, Fabaceae (Baklagiller) ailesinden genis yayilisa sahip, rizomu
baharat olarak kullanilan ve antioksidan aktivitesi bulunan tibbi bir bitkidir (Sekil
1.14).

Cesitli kimyasal arastirmalar bitkinin metanolik ekstraktlarinda antioksidan etkilerle
saglanan ¢ok cesitli biyoaktif zengin polifenol igeriginin varligi gosterilmistir (Asl ve

Hosseinzadeh, 2008; D’ Angelo ve dig., 2009).

Glycyrrhiza glabra'min kokleri, tipta cesitli bozukluklarin tedavisinde 3.000 yildan
beri yaygin olarak kullanilmakta; geleneksel Dogu tibbinda ve eski Hint tibbinda
(Ayurveda) 6nemli bir rol oynamaktadir (Naik ve dig., 2003; Tang ve dig., 2004).

Antimikrobiyal (Fukai ve dig., 2002), antiviral (Fiore ve dig., 2008), anti-
enflamatuar ve anti-iilser (Aly ve dig., 2005) gibi bircok farmakolojik aktivite,
glikirizin (Glycyrrhizin, Glycyrrhiza glabra kokiiniin temel tatlandiric1 bileseni) ve

glisirizik asit meyankokii bilesiklerine baglanmistir.
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Sekil 1.14. Meyan (Glycyrrhiza glabra) (URL-5)
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Bitki Orneklerinin Temini
Bitki 6rnekleri Kocaeli Ili’nde ¢esitli yorelerdeki halk pazarlarindan ve aktarlardan
satin alindi. Yaprak, ¢icek ve meyvesi bulunan bitki 6rneklerinin halk tarafindan

yaygin olarak kullanilan kisimlar1 yikanip 4°C’de karanlikta muhafaza edildi.

2.2. Fenol Oksidaz Ham Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

30 gram bitki yapragi/meyvesi/tohumu (bitkinin yaygin olarak kullanilan kismi1), 200
mL’lik 100 mM (pH 7,0) sodyum fosfat tampon ¢dzelti icinde 4°C’de havanda
doviilerek homojenize edildi (Kavrayan ve Aydemir, 2001; Rescigno ve dig., 1997;
Sutay Kocabas ve dig., 2011). Ortamdaki fenolik maddeleri uzaklastirmak amaciyla
son konsantrasyonu 12,5 mg/mL olacak sekilde polivinilpolipirolidon eklendi ve
sollisyon 14,000xg’de 30 dak (4°C’de) santrifiij edilerek elde edilen siipernatan
enzim ham ektrakti olarak kullanild1 (Gulcin ve dig., 2005; Kavrayan ve Aydemir,
2001; Sutay Kocabas ve dig., 2011). Pozitif kontrol i¢in fenol oksidaz miktar1 yliksek
oldugu bilinen kiltir mantar1 (Agaricus bisporus) kullanildi (Rescigno ve dig.,
1997).

2.3. Uglii-Faz Ayirma (TPP) Yontemi

Uclii-faz sistemleri, proteinlerin sulu ¢ozeltisine, genellikle tuz olarak amonyum
siilfat ve bir organik ¢6zgen olarak t-biitanol eklenmesiyle olusur. Uygun kosullar
altinda ti¢ faz olusur. Biitanolce zengin iist faz (apolar bilesikleri igerir), polar
bilesikleri iceren sulu fazdan ara yilizey protein ¢okeltisi ile ayrilir. Saflagtirilmig
protein dagilimi, istteki organik ¢ozgen fazi ile alttaki sulu fazin arasindaki

¢oziinmeyen ara yiizeyde goriiniir (Dennison ve Lovrein, 1997).

Calismada, 2 mL enzim ekstrakti, farkli amonyum siilfat doygunluklarma (%20,
%30, %40, %50, %55, %60, %65, %70 ve %80 w/v) getirildi ve farkli enzim/t-
biitanol oranlart (1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0) saglanacak sekilde t-biitanol
eklenmesi yapildi. Karisim oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 4,500 rpm’de
10 dak santrifiijlenerek faz ayrimi1 gézlenenler dikkate alindi (Alici ve Arabaci, 2016;

Duman ve Kaya, 2014). Proteinin bulunmasmin beklenmedigi iist faz dikkatlice
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pipetlenerek ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra alt fazin pipet yardimu ile orta fazda
olusan ¢okeltiden ayrilmast saglandi. Fenol oksidaz enzimini igeren ¢okelti 1 mL’lik
100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH 6,0) ¢ozdiiriildii. Sonrasinda orta ve
alt faz orneklerinde aktivite ve protein tayin analizleri gerceklestirildi. Uglii-faz
ayirma sistemlerinde biyomolekiillerin segici olarak ayrilmalarinda rol oynayan
parametreler (amonyum siilfat konsantrasyonu, ham ekstrakt:t-biitanol orani, sistem

pH’s1) ayrica optimize edildi.

Ham ekstrakt aktivitesi (1390 U), %100 olarak kabul edildi. Amonum siilfat, distile su
ve t-biitanolden (ham ekstrakt hari¢) olusan bir kor sistem hazirlandi. Tiim denemeler
iki kez tekrarland1 paralel deney bulgular arasindaki farkliligin +%5°ten daha diigiik

oldugu bulundu.

2.4. Fenol Oksidaz Aktivite Tayini

Fenol oksidaz varliginin tespiti i¢cin 420 nm’de (25°C) spektrofotometre (Cary 60,
Agilent) kullanilarak absorbans degerindeki artis dl¢iildii (Ogel ve dig., 2006). Enzim
aktivitesini 6lgmek igin 6rnek kiiveti 100 mM derisiminde hazirlanan 500 pL substrat
(katekol), 1 mL sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi (100 mM, pH 7,0) ve uygun miktarda
seyreltilmis 500 puL enzim soliisyonu eklenerek, kontrol kiiveti ise ayni sekilde fakat
enzim olmadan hazirlandi. Enzim soliisyonu 100 mM’lik sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi (pH 7,0) kullamilarak elde edildi (Ogel ve dig., 2006). Enzim aktivite degeri
baslangi¢ reaksiyon hizi ve katekoliin okside olma katsayist olan 3450 M cm™
degeri kullanilarak belirlenmistir (Ogel ve dig., 2006). 1 {inite aktivite (U), 1

mikromol katekolii 1 dakikada okside edebilen enzime karsilik gelmektedir.

2.5. Protein Miktar Tayini
Protein konsantrasyonu Bradford Metoduna gore belirlenmis olup, standart grafigin

cizilmesinde (Ek-B) protein olarak sigir serum albiimini kullanildi (Bradford, 1976).

2.6. Fenol Oksidaz Enziminin Karakterizasyonu
2.6.1. Molekiiler agirh@in hesaplanmasi

Saflastirilmis enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesinde Sodyum Dodesil Siilfat

Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi uygulandi. Buna gore, 6rnekler
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%0,1 (w/v) SDS iceren %5’lik (w/v) ylikleme and %15’lik (w/v) ayirma jellerinde
yiritildi (Laemmli, 1970) ve coomasie brillant-blue boyama metodu uygulanarak
boyandi (Blum ve dig., 1987). Molekiil agirligin belirlenmesinde kullanilan standart
grafik EK-C’de verilmistir.

2.6.2. Aktivite boyama

Aktivite boyama metodu fenol oksidazlardan lakkaz, katekol oksidaz ve peroksidaz
aktivitelerinin poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrimi1 amaciyla uyguland: (Rescigno
ve dig., 1997). Bunun i¢in SDS igermeyen poliakrilamid jeli, %7,5’luk (w/v) ayirma
ve %4’lik (w/v) yiikleme jellerini igerecek sekilde hazirlandi ve elektroforez 150
V’da 45 dak yiiriitiildii (Kaptan, 2004). Siire sonrasinda jel énce 20 mL’lik 100 mM
potasyum fosfat tampon ¢ozelti (pH 6,0) ile 5 dak siireyle yikandi ve daha sonra jele
sirasiyla lakkaz aktivite tayini i¢in 10 mM HCI ¢ozeltisinde hazirlanmis 40 mM 4-
amino-N-N diethylaniline (ADA), peroksidaz aktivite tayini i¢in 10 mM H,0, ve
katekol oksidaz aktivite tayini icin 10 mM asetik asit ¢ozeltisinde hazirlanmis 40
mM 4-tert-biitil katekol eklenerek yikand: ve aktif bantlar tespit edildi (Rescigno ve
dig., 1997). ADA ve H,0, sonrasi pembe-kirmizi, 4-tert-biitil katekol sonrasi ise

koyu mavi renkte bantlarin varligi analiz edildi.

2.6.3. Sicaklik ve pH’nin fenol oksidaz iizerine etKisi

Sicakliktaki degisikliklerin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini 6lgmek amact ile
enzim ve substrat soliisyonlar1 spektrofotometrede (Cary60, Agilent) enzim aktivite
Olgimii yapilmadan oOnce 1-2 dak boyunca 30°C ila 80°C arasindaki farkl
sicakliklara ayarlanmis su banyosunda bekletildi ve 420 nm’de enzim aktivite
Olgtimii hizli bir sekilde gergeklestirildi (Gulcin ve dig., 2005; Sutay Kocabas ve dig.,
2011). Sicakliga kars1 enzim dayanikliligini1 6lgmek igin ise enzim 6rnekleri 30°C ila
80°C arasindaki farkli sicakliklara (30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C) ayarlanmis su

banyosunda yaklasik 1 saat bekletilerek fenol oksidaz aktivite dlglimii gergeklestirildi

Farkli pH’larin fenol oksidaz aktivite iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in 3,0 ila 10,0
arasinda degisen farkli pH’larda ve standart kosullarda spektrofotometrede enzim
aktivite Ol¢limii yapildi. pH 3,0-5,0 arasindaki reaksiyonlar i¢in 100 mM sitrat
tampon ¢ozeltisi, pH 6,0 ila 7,0 i¢in 100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 8,0
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icin 100 mM tris tampon c¢ozeltisi ve pH 9,0-10,0 igin 100 mM glisin sodyum
hidroksit tampon ¢ozeltileri kullanildi (Gulcin ve dig., 2005; Kavrayan ve Aydemir,
2001; Sutay Kocabas ve dig., 2011). Hazirlanan tampon c¢ozeltiler Ek-A’da
verilmistir. pH’nin enzim stabilitesi tizerine etkisini test etmek i¢in ise pH aralig1 3,0
ila 10,0 arasinda (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 ve 10,0) hazirlanmig tampon
cozeltilerde enzim oOrnekleri 1 saat bekletilerek fenol oksidaz aktivite Ol¢iimleri

yapild1 (Sutay Kocabas ve dig., 2008).

2.6.4. Kinetik parametrelerin belirlenmesi
0-200 mM arasindaki farkli konsantrasyonlarda katekol varliginda fenol oksidaz
aktiviteleri ol¢iilmiis; Km ve Vmax degerleri Lineweaver—Burk Plot ile hesaplandi

(Lineweaver ve Burk, 1934).

2.6.5. Substrat spesifite analizi

Saflastirilan fenol oksidaz enziminin ayn1 grupta yer alan lakkaz, katekol oksidaz ve
tirozinaz enzimlerinden hangisi/hangilerinin 6zelliklerini tasidigini tayin etmek
amaciyla enzimlere spesifik substratlar kullanildi. Bunlar arasinda 2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS; lakkaz substrati, 420 nm), guaiacol
(lakkaz substrati, 465 nm), syringaldezine (lakkaz substrati, 530 nm), hidrokinon
(lakkaz substrati, 440 nm), katekol (katekol oksidaz substrati, 420 nm), L-tirozin
(tirozinaz substrati, 475 nm), L-DOPA (tirozinaz substrati, 475 nm) ve kafeik asit
(katekol oksidaz substrati, 420 nm) yer almaktadir (Ogel ve dig., 2006). Enzim
aktivite analizleri yukarida fenol oksidaz aktivitesi i¢in agiklanan sekilde sadece
substrat degistirilerek gergeklestirildi. Karsilastirma amaciyla ticari lakkaz enzimi

(Trametes versicolor lakkazi) kullanildi.
2.6.6. Organik coziiciilerin fenol oksidaz iizerine etkisi

Organik c¢oziiciilere karst saflastirilmis fenol oksidaz enziminin dayaniklilik
derecesini karsilastirmak amaciyla, aseton, etanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve
metanol son konsantrasyonlart %2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 ve 25 (v/v) olacak sekilde
reaksiyon karisimina direk eklendi (Ogel ve dig., 2006) ve fenol oksidaz aktivite
tayini yukarida agiklanan sekilde gerceklestirildi.
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2.6.7. inhibitorlerin enzim aktivite iizerine etkisi

Fenol oksidaz inhibitorii olarak literatiirde rapor edilen salisil hidroksamik asit
(salicyl hydroxamic acid, SHAM), setrimonyum bromiir (cetyltrimethylammonium
bromide, CTAB) ve polivinilpirolidonun (PVP) kismi saflastirilmis enzim iizerine
etkilerini arastirmak tizere, adi1 gecen bilesikler son konsantrasyonlar1 20, 25, 30, 35,
40, 45 ve 50 mM olacak sekilde reaksiyon karisimma direk eklendi (Ogel ve dig.,
2006) ve fenol oksidaz aktivite tayini yukarida agiklanan sekilde gergeklestirildi.

Karsilastirma amaciyla ticari lakkaz enzimi (T. versicolor lakkazi) kullanildu.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Bitki Orneklerinin Fenol Oksidaz Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Fenol oksidaz kaynagi olarak kullanilan ve kiltiir mantarina alternatif bir bitki
bulmak tizere test edilen, 5 bitki 6rneginden Tablo 3.1°de goriildiigli lizere sadece
rezene bitkisinin tohumlarindan ekstrakte edilen oziitte kiiltiir mantarindan daha
yiksek (yaklasik %?238) aktivite olglildi. Meyan, Hiinnap, Keg¢iboynuzu ve
Kisnig’te kiiltiir mantarina gore sirasiyla %8, %6, %4 ve %3 oraninda bagil
aktivite degerleri gozlendi. Buna gore, pozitif kontrole gore en yiiksek aktivite
Rezene (Foeniculum vulgare) tohumlarinda belirlendigi i¢in bundan sonraki

asamalarda bu bitki kullanild.

Tablo 3.1. Farkli bitki Orneklerinde o6lgiilen fenol oksidaz aktivitelerinin
karsilastirilmasi

Fenol oksidaz kaynagi Fenol oksidaz aktivite (U/mL) Bagil aktivite (%)
Kiiltiir mantari
) ] 200+17 100
(Agaricus bisporus)
Rezene
) 47515 238
(Foeniculum vulgare)
Meyan
_ 16+17 8
(Glycyrrhiza glabra)
Hiinnap
_ o 110 6
(Zizyphus jujube)
Ke¢iboynuzu
N y. . 8+1 4
(Ceratonia silique)
Kisni
s 540 3

(Coriandrum sativum)

Fenol oksidaz aktivite degerleri farkli bitki tiirlerinde degiskenlik gdstermektedir.
Yapilan bir ¢alismada fenol oksidaz aktivitesi, armut yapraginda 234 U/mL, dut
yapraginda 213 U/mL, visne yapraginda 149 U/mL, elma yapraginda 45 U/mL
olarak ol¢iilmiistiir (Sutay, 2003). Bu calismada en yiiksek aktivite elde edildi.
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3.2. Ekstraksiyon Kosullarimin Optimizasyonu
3.2.1. pH optimizasyonu

Secilen fenol oksidaz kaynaginin ektraksiyonu sirasinda ortam pH’sini optimize
etmek i¢in pH’s1 3,0 ila 9,0 arasinda degisen kosullarda ekstraksiyon ortamlari
hazirlanarak  oOziitler elde edildi (Bolim 2.2) ve standart kosullarda
spektrofotometrede enzim aktivite tayini gergeklestirildi (Boliim 2.4). Pozitif kontrol

olarak kiltiir mantar1 kullanildi.

Olgiilen fenol oksidaz aktivite degerleri gbz oniine alindiginda en yiiksek aktivite,
pH’s1 6,0 olan ortamda rezene bitkisinde gozlendi (Tablo 3.2). Buna goére, bundan

sonraki ekstraksiyon denemelerinde pH degeri 6,0 olarak segildi.

Tablo 3.2. Ekstraksiyon pH’sinin optimizasyonu
Fenol oksidaz aktivite (U/mL)

Rezene Kiiltiir mantari
pH (Foeniculum vulgare) (Agaricus bisporus)
3,0 43+28 2244
4,0 14545 24443
5,0 166+19 220422
6,0 488+13 270+13
7,0 475421 265+13
8,0 258+0 142+19
9,0 175420 88+10

Literatirde farkli bitki Orneklerinde yapilan fenol oksidaz enzim ekstraksiyon
optimizasyonunda farkli pH’lar segilmistir. Ornegin, Pamuk (Gossypium hirsutum
L.) bitkisinden fenol oksidaz enzim ekstraksiyonunda pH 6,5 (Kouakou ve
dig.,2008), tiziimden (Vitis vinifera) tirozinaz enzim ekstraksiyonunda pH 7,0
(Oztan, 2007), enginar (Cynara scolymus L.) fenol oksidaz enzim ekstraksiyonunda
ise pH 6,0 (Aydemir, 2004) optimum olarak se¢ilmistir. Genelde ekstraksiyon

sirasinda tercih edilen pH’nin 6,0-7,0 araliginda oldugu goriilmektedir.
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3.2.2. PVP konsantrasyonunun optimizasyonu

PVP, fenolik maddelerle hidrojen bagi yaparak fenol-fenol oksidaz etkilesimini
engellemesi sebebiyle bitkilerden enzim ekstraksiyonunda siklikla tercih edilir
(Smith ve Montgomery, 1985). Rezeneden fenol oksidaz izolasyonunda kullanilacak
optimum PVP degerini belirlemek amaciyla ekstraksiyon ortamina 5-75 mg/mL PVP
eklendi. Tablo 3.3’de goriildiigi tizere 50 mg/mL PVP fenollerin uzaklastirilmasinda

en etkin sonucu verdi.

Literatiirde farkli bitki 6rneklerinde yapilan ekstraksiyon optimizasyonunda farkli
PVP konsantrasyonlar1 segilmistir. Ornegin, Kaldirik (Trachystemon orientalis)
bitkisinden ekstraksiyon optimum olarak %0.5 (w/v) PVP varliginda
gerceklestirilmistir (Esma ve Giilnur, 2013). Uziimden (Vitis vinifera) tirozinaz
enziminin ekstraksiyonu ise %3 (w/v) PVP kullanilarak yapilmistir (Oztan, 2007).
Gortlmektedir ki her bitki 6rnegi i¢in optimum PVP degeri degisiklik gosterir. PVP
optimum konsantrasyona ulastiktan sonra enzim aktivitesindeki artis konsantrasyon

arttikga devam etmez, azalmaya baslar.

Tablo 3.3. Rezeneden fenol oksidaz ekstraksiyonu sirasinda kullanilan PVP’nin
optimizasyon sonuglar1

PVP konsantrasyonu (mg/mL) Fenol oksidaz aktivite (U/mL)
5 436+11
12.5 487+14
25 501+17
37.5 518+7
50 695+40
62.5 641+53
75 549+33
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3.3. Uclii-Faz Ayirma (TPP) Yéntemi ile Fenol Oksidazin Saflastiriimasi

Uclii-Faz Ayirma Sistemleri, ii¢ sivi fazin farkli fizikokimyasal &zelliklerinden
dolay1, bu sistemler tek bir ekstraksiyonla iki ya da daha fazla bilesigin ayriminin
yeni olasiliklarini sunmaktadirlar. Konveksiyonel bir bigimde '"salting out",
proteinleri izoiyonik ¢Oktiirme, yardimci c¢ozenle c¢oktiirme, osmolitik ve
kozmotropik ¢oktiirme gibi pek ¢ok teknigi igeren prensipleri ortaklasa galistiran bir
biyoayrim teknigidir. Uclii faz sistemleri (TPP) biyolojik molekiillerin (8rnegin;
protein, hiicre, organel ve biyolojik membranlar) ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda

kullanilan se¢imli ve etkin bir metottur.

Uclii-faz sistemleri, proteinlerin sulu cozeltisine, genellikle tuz olarak amonyum
stilfat kullanilir. Amonyum siilfat, (NH4)2SO4, ucuz oldugu, hali hazirda temin
edilebildigi, baz1 proteinleri stabilize ettigi ve yiiksek ¢oziiniirliigiinden dolayi,
protein tuzlanmasinda (salting out) kullanilan en popiiler tuzdur (Dennison ve
Lovrein, 1997). Dahasi, NH," ve SO4'2 n kendi Hofmeister serisinin uglarinda
olduklar1 ve protein yapilar1 gibi makromolekiillerdeki molekiiller arasi etkilesimleri
stabilize ettigi gosterilmistir. Amonyum siilfat doymasi1 kritik 6neme sahiptir ve
protein-protein etkilesimi ve ¢okelmesinden sorumlu oldugu i¢in TPP'de biiyiik bir
rol oynar. ‘Salting out’ mekanizmasiyla protein ¢okelmesine neden olur. ‘Salting
out’ etkinligi ilk 6dnce amonyum siilfat miktarina ve ikinci olarak da ¢dzeltinin iyon
giiciine bagl olacaktir. Ornegin, daha yiiksek tuz c¢okeltisinde, su molekiilleri, tuz
iyonlar1 tarafindan tutulur, daha gii¢lii protein-protein etkilesimleriyle sonuglanir ve

protein molekiilleri hidrofobik etkilesimler yoluyla ¢okelir (Gagaoua, 2014).

Uglii-faz sistemleri, proteinlerin sulu ¢dzeltisine, genellikle organik ¢dzgen olarak ise
t-biitanol kullanilir. TPPmin o6zelligi t-biitanol kullanilmasidir. t-biitanol, suda
¢Oziinlir bir C4 i1yonik olmayan kosmotroptur, ancak kati tuz eklendikten sonra
hidratlanir ve farklilasan bir ¢oziicii olarak islev goriir. Saflagtirilan enzimin
denatiirasyonuna neden olmaz ¢iinkii daha biiylik molekiiler biiyiikliigii nedeniyle
katlanmis {i¢ boyutlu protein yapisinin i¢ine niifuz edemez. Olagandisi olarak,
organik bir ¢oziicli i¢in, t-biitanol protein yapisini stabilize eder. Ayni zamanda

enzim aktivitelerini ve protein-protein etkilesimlerini de inhibe eder (Rachana ve
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Lyju Jose, 2014). Proteinlerin sulu ¢6zeltisine eklenen amonyum siilfat ve t-biitanol
ile uygun kosullar altinda ti¢ faz olusur. Biitanolce zengin st faz (apolar bilesikleri
igerir), polar bilesikleri igeren sulu fazdan ara yiizey protein cokeltisi ile ayrilir.
Saflagtirilmis protein dagilimi, iistteki organik ¢o6zgen fazi ile alttaki sulu fazin

arasindaki ¢oziinmeyen ara yiizeyde goriiniir (Dennison ve Lovrein, 1997).

L-Butanaol
layer

Third phase,
precipitated

COTYMmMCCS
> -
s E
Aqueous crude t-Buitanol,
enzymes. Adjust mix, let Aqueous
to suitable pH scitle phase

and salt conlent,

Sekil 3.1. TPP sisteminin gorsel gosterimi. (Dennison ve Lovrein, 1997)

Uclii-faz sistemleri, proteinin saflastirilmas1 ve konsantrasyonu igin kullanilan basit

fakat ekonomik, kromatografik olmayan bir iglemdir (Rachana ve Lyju Jose, 2014).

TPP'nin birka¢ avantaji;

1. Kisa iglem siiresi ile basit bir islemdir.

2. Amonyum siilfat ve t-biitanol ucuz kimyasallardir, bu nedenle TPP'yi ekonomik
bir protokol haline getirir.

TPP kosullar1 proteinleri denatiire etmez.

Genellikle oda sicakliginda yapilir.

TPP yar1 mikro seviyelere veya litre dl¢egine kadar 6lgeklenebilir.

o g &~ w

TPP, kromatografiden farkl olarak proteini konsantre eder ve saflastirir.

Bir enzimin {¢li faz sistemi ile yiiksek verimde saflastirilmasi baslica ii¢
parametreye baghdir: (NH4),SO, konsantrasyonu, ham ekstrakt:t-biitanol orani ve
sistem pH’s1 olmak {izere. Her bir parametre optimize edilerek rezene tohumundan
fenol oksidaz enziminin saflastirllmasi igin en uygun sistem belirlendi.
Gergeklestirilen tiim denemelerde fenol oksidaz enziminin orta fazda bulundugu

belirlendiginden sadece bu faza ait bulgular asagida verildi.
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3.3.1. Amonyum siilfat (NH,;),SO,) konsantrasyonunun belirlenmesi

Amonyum siilfat konsantrasyonu, TPP sistemlerinde olduk¢a onemlidir. Yeterli
miktarda fenol oksidaz enziminin kompleks karisimdan (ham ekstrakt) kontamine
edici materyallerle minimum etkilesim olusturacak sekilde ekstrakte edilebilmesi igin

amonyum siilfat derisiminin optimize edilmesi gerekmektedir.

Genellikle optimizasyon denemelerine %20 (w/v) doygunlukta hazirlanmis
gozeltilerle baslanir ve istenilen proteinin orta fazda en yiiksek miktarlarda
bulundugu derisim belirlenir (Dennison ve Lovrien, 1997). Tablo 3.4, farkh
amonyum siilfat doygunluklarinda hazirlanmig, ham ekstrakt ile t-biitanoliin esit
hacimlerde eklendigi sistemlerde fenol oksidaz enziminin orta fazdaki ayrim

davraniglarini géstermektedir.

Buna gore, maksimum %86 aktivite geri kazanimla orta fazda 1,8-kat saflastiriimig
fenol oksidaz enzimi %65 (w/v) (NH,),SO, doygunlugunda hazirlanmis sistemden
elde edildi. %60 (W/v) amonyum siilfat doygunlugunda hazirlanan sistemde de 1,8-
kat saflagtirma derecesine ulasildi; ancak aktivite geri kazanimi %65 (w/Vv)’deki
degere gore daha diisiik oldugundan sonraki asamalarda kullanilmak {izere tercih

edilmedi.

Genelde diisiik konsantrasyonlarda hazirlanan tuz ¢ozeltilerinde saflastirma derecesi
ve geri kazanim degerleri diigiik hesaplanir. Diger yandan yiiksek tuz igeren TPP
sistemlerinde ise proteinin tuz iceren ist faza dogru yonelimi gercekleseceginden
etkili bir saflastirma gerceklestirilemez (Bayraktar ve Onal, 2013). Nitekim Tablo
3.4’te gorildiigi lizere %65 (w/V)’in lizerinde saflastirma katsayisi ile enzim geri
kazanim degerleri diisiis gosterdi. Bu nedenle, bundan sonraki denemelerde
(NH,),SO, konsantrasyonu %65 (w/v) olan TPP sistemi kullanildi.

Fenol oksidazlarin iglii-faz yontemi ile saflastirilmasi iizerine literatiirdeki bilgi
stnirhidir.  Rapor edilenler arasinda sistemde kullanilan amonyum  siilfat
konsantrasyonunun degiskenlik gosterdigi goze carpmaktadir. Ornegin, TPP ile
Pleurotus ostreatus’dan lakkazin saflastirilmasi %60, Trametes hirsute’den aym
enzimin saflastirllmas1  ise %40 amonyum siilfat konsantrasyonu ile
gergeklestirilmistir (Kumar ve dig., 2012; Patil ve dig., 2018).
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Tablo 3.4. Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinin TPP sistemlerinde fenol
oksidaz enzim dagilimina etkisi

(NH4)2SO4 Toplam
konsantrasyonu Toplam protein SA
(%, wiv)*  aktivite (U)  miktart (mg)  (U/mg) SK %GK

20 195+28 0,36 534483 0,5 14
30 23650 0,37 641+100 0,6 17
40 695+117 0,46 14974233 1,4 50
50 778£125 0,52 14974256 1,4 56
55 904+146 0,56 1604+260 1,5 65
60 1056200 0,55 19244300 1,8 76
65 1195+200 0,62 1924+150 1,8 86
70 751£114 0,54 13904217 1,3 54
80 - - - - -

*0,5 mL Foeniculum vulgare (Rezene) ham ekstraktinin spesifik aktivitesi 1069 U/mg ve total protein miktar1 1,3 mg’dir. Farkli
amonyum siilfat doygunluklarinda hazirlanmis karigimlara ham ekstrakt:t-biitanol oran1 1:1 olacak sekilde esit hacimlerde t-
biitanol eklendi. Olusan orta fazdaki ¢okeltiler toplandi, sulu tampon ¢ozeltide ¢ozdiiriildiive analiz edildi. SA: Spesifik aktivite;
SK: Saflagtirma katsayisi; GK: Geri kazanim

3.3.2. Ham ekstrakt:t-biitanol oraninin belirlenmesi

Ham ekstrakt:t-biitanol orani da TPP sistemlerinde Onemli bir parametre olup
optimize edilmelidir. En uygun orani belirlemede, %65 (w/v) doygunlukta
(NH,),SO, igeren 1,0:0,5’ten 1,0:2,0 (v/v)’ye degisen oranlarda ham ekstrakt ve t-
biitanol igeren sistemler kuruldu. En iyi fenol oksidaz saflastirma katsayisi (1,9) ve
yiiksek aktivite geri kazammi (%115), %65 (w/v) (NH,),SO, doygunlukta 1,0:0,5
(v/v) ham ekstrakt:t-biitanol oranina sahip sistemden hesapland: (Tablo 3.5). Burada

enzim aktivitesinin simiiltane olarak arttig1 goriilmektedir.

TPP sistemleriyle gergeklestirilen enzim saflagtirma denemeleri sirasinda enzim
aktivasyonun gergeklesmesine siklikla kargilagilmaktadir (Narayan ve dig., 2008;
Ozer ve dig., 2010; Sharma ve Gupta, 2001; Singh ve dig., 2001; Wati ve dig., 2009;
Yuzugullu Karakus ve dig., 2018). Bu duruma ayirma sirasinda enzim molekiiliiniin
esnekligindeki artisin sebep olabilecegi daha once yayinlanan raporlarda sunulmustur
(Akardere ve dig., 2010; Ozer ve dig., 2010; Sen ve dig., 2011; Yuzugullu Karakus
ve dig., 2018).
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Literatiirde farkli bitkisel ve mantar kaynakli fenol oksidazlarin ii¢lii faz sistemi ile
saflastirilmasinda ham ekstrakt:t-biitanol oran1 degiskenlik gostermektedir. Ornegin,
TPP ile Pleurotus ostreatus’dan lakkazin saflastirilmasinda ham ekstakt:t-biitanol
oram1 1,0:1,8 olarak belirlenmistir (Kumar ve dig., 2012). TPP ile Paulownia
tomentosa’dan fenol oksidazin saflastiriimasinda ise ham ekstakt:t-biitanol orani
1,0:2,0 olarak bulunmustur (Cesko, 2018).

Tablo 3.5. Farkli ham ekstrakt:t-biitanol oranlarinin TPP sistemlerinde fenol oksidaz
enzim dagilimina etkisi

Toplam Toplam
Ham ekstrakit:t- aktivite protein SA
biitanol oran1 (v/v)* (8)) miktar1 (mg) (U/mg) SK %GK
1,0:0,5 1600+121 0,78 2031+160 1,9 115
1,0:1,0 11954200 0,62 1924+£150 1,8 86
1,0:1,5 987+61 0,57 1710£176 1,6 71
1,0:2,0 876486 0,58 1497+150 14 63

*0,5 mL Foeniculum vulgare (Rezene) ham ekstraktinin spesifik aktivitesi 1069 U/mg ve total protein miktar1 1,3 mg’dir. %65
(w/v) amonyum siilfat doygunlugunda hazirlanmig karisimlara farkli ham ekstrakt:t-biitanol orani igerecek sekilde t-biitanol
eklendi. Olusan orta fazdaki ¢okeltiler toplandi, sulu tampon ¢ozeltide ¢ozdiiriildii ve analiz edildi. SA: Spesifik aktivite; SK:
Saflastirma katsayisi; GK: Geri kazanim

3.3.3. Uglii-faz ayirma sistem pH’simin belirlenmesi

TPP sistemlerinin etkinligini etkileyen bir diger 6nemli parametre sistem pH’sidir.

TPP’nin temeli protein molekiiliindeki katyonik bélgelere siilfat iyonunun (804_2
baglanmasina dayanir ki ortam pH’s1 bu baglanmayi 6nemli 6l¢iide etkiler. Sistem
pH’sinin degisimi fazlar ile yiiklii proteinler arasindaki etkilesimleri etkileyeceginden
proteinlerin fazlardaki dagilimi da biiylik 6lciide etkilenir. Bu nedenle, pH’nin
optimize edilmesi gereklidir. TPP sisteminin pH’s1, proteinin izoelektrik noktasindan

kiiclik oldugunda protein orta faza dogru yonelim gosterir (Dennison ve Lovrien,
1997).

Sistem pH’sinin fenol oksidaz enziminin fazlardaki ayrimina etkisini arastirmak
tizere hazirlanan sistemlerde tuz konsantrasyonu (%65, w/v) ve ham ekstrakt:t-
biitanol orani1 (1,0:0,5) sabit tutuldu, sonrasinda sistem pH’s1 0,1 M sodyum hidroksit
(NaOH) ve 0,1 M hidroklorik asit (HCI) kullanilarak istenilen pH’ya ayarlandi.
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Fenol oksidaz enziminin biiyiik bir kism1 pH 6,0°da diger proteinlerden ayrilarak orta
fazda ¢oktii (Tablo 3.6). Diger bir deyisle, en yiiksek saflastirma katsayisi (2,0) ve
aktivite geri kazanim (%120) degerleri pH’s1 6,0’a ayarlanmis sistemde olgiildii.
Sistem pH’s1 5,0’dan kii¢iik ve 7,0’dan biiyiik olan sistemlerde enzimatik aktivite
gozlenmedi. Bu durum proteinin asidik ve bazik ortamlarda denatiire formda fazda

ayrildigina isaret eder (Pike ve Dennison, 1989).

Tablo 3.6. Sistem pH’sinin TPP’de fenol oksidaz enzim dagilimina etkisi

Toplam
Toplam protein miktari SA
Sistem pH* aktivite (U) (mg) (Umg) SK %GK
3 - 0,32 - - -
4 - 0,38 - - -
5 528450 0,54 962+190 0,9 38
6 1668+200 0,78 2138+241 2,0 120
7 1600+121 0,78 2031£160 1,9 115
8 - 0,51 - - -
9 - 0,45 - - -

*0,5 mL Foeniculum vulgare (Rezene) ham ekstraktinin spesifik aktivitesi 1069 U/mg ve total protein miktar1 1,3 mg’dir. %65
(w/v) amonyum siilfat doygunlugunda hazirlanmis 1.0:0.5 oraninda ham ekstrakt ve t-biitanol igeren sistemler farkli pH’lara
ayarlandi. Olusan orta fazdaki ¢okeltiler toplandi, sulu tampon ¢ozeltide ¢ozdiiriildii ve analiz edildi. SA: Spesifik aktivite; SK:
Saflastirma katsayisi; GK: Geri kazanim

Sonug olarak rezene tohumundan fenol oksidaz enzimi TPP teknigi kullanilarak %120
aktivite geri kazanim ile 2 kat saflastirildi. Daha sonra enzim konsantre edilerek
elektroforetik ve biyokimyasal karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere -

80°C’de muhafazaedildi.

3.4.Elektroforetik Analizler
3.4.1.SDS-PAGE elektroforezi

Uglii-faz saflastirma sistemi ile kismi olarak saflastirilan fenol oksidaz enzim ¢ozeltisi
SDS-PAGE’de analiz edildiginde, jelde yaklasik 21,8 kDa’ya karsilik gelen bir adet
bant gozlendi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Rezene fenol oksidazinin SDS-PAGE profil goriintiisi. M: BioRad
Molekiiler kiitle standartlar (Fosforilaz b; 97,4 kDa, Serum albumin; 66,2 kDa,
Ovalbumin; 45 kDa, Karbonik anhidras; 31 kDa, Tripsin inhibitér; 21,5 kDa,
Lizozim; 14,4 kDa, Aprotinin; 6,5 kDa); 1: UFA sonrasi fenol oksidaz enzim
preparati (20 pg 6rnek uygulandi)

Literatiirde farkli bitki kaynaklarindan izole edilen fenol oksidaz enzimlerinin
molekiiler kiitlesi ¢alisilan bitki kaynaklarina gore degiskenlik gostermektedir (Tablo
3.7). Bu ¢alismada enzim i¢in bulunan molekiil agirlik degeri literatiirde rapor edilen
18 ile 38 kDa araliginda oldugundan uyumludur.

Tablo 3.7. Farkli bitki kaynaklarindan ekstrakte edilen fenol oksidazlarin molekiil
kiitlesi

Bitki kaynag1 Molekiil agirligr (kDa) Referans
Mamey" 18 Palma-Orozco ve dig., 2011
ipek cigegi® 25 Yamamoto ve dig., 2002
Bayag1 papav® 28,2 Fang ve dig., 2007
Sapodilla® 24 Vishwasrao ve dig., 2017
Tal1 patates” 38 Kanade ve dig., 2007
Rezene® 21,8 Bu ¢alisma

'Mamey (Pouteria sapota), %ipek ¢icegi (Portulaca grandiflora), *Bayagi papav (Asimina triloba), “Sapodilla (Manilkara
zapota), °Tatli patates (Ipomoea batatas), *Rezene (Foeniculum vulgare)
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3.4.2. Aktivite boyama

SDS ig¢ermeyen poliakrilamid jel elektroforez sonrasi, TPP sistemi ile saflagtirilan
fenol oksidaz 6rnegi Rescigno ve dig. (1997) tarafindan rapor edilen yontemle
boyandi. Buna gore; jel dnce 20 mL’lik 100 mM potasyum fosfat tampon ¢ozelti (pH
6,0) ile 3 dak siireyle yikandi. Islem tamamlandiktan sonra sirasiyla aktivite tayini
icinj 1) 10 mM HCI c¢ozeltisinde hazirlanmis 40 mM NN diethyl-p-
phenylenediamine (ADA) (lakkaz aktivitesi i¢in), 2) 10 mM asetik asit ¢ozeltisinde
hazirlanmis 40 mM 4-tert-butil katekol (tBC) eklendi.

ADA ile boyama sonrasi pembe renkte bir bant gézlendi. ADA, lakkaz substrati olarak
tanimlandigindan jel iizerinde goriilen bant lakkaz aktivitesinin varligina isaret
etmektedir. tBC ise katekol oksidaz substratidir; tBC varliginda ilk boyamanin
gozlendigi bolgedeki bant maviye doniistii. Mavi renk tBC’nin okside oldugunu
gostermektedir; ¢iinkii 0-kinon (tBC’nin okside formu) ADA ile birlikte mavi renkte
bir bilesigin olusmasina sebep olur (Rescigno ve dig., 1997). Her iki boyama sonrasi
jelde tek bant goriilmiis olmas1 6rnegin hem lakkaz hem de katekol oksidaz aktivitesi

gosterdigini belirtmektedir.

Sekil 3.3. Rezene fenol oksidazinin ADA (1) ve tBC (2) ile aktivite boyama
sonuglarini gosteren jel gorilintiisii

38



3.5. Saflastirllan Foeniculum vulgare (Rezene) Fenol Oksidaz Enziminin
Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1. Reaksiyon sicaklikhiginin enzim iizerine etkisinin arastirilmasi

Sicakligin fenol oksidaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 30-80°C

aras1 sicakliklarda gerceklestirilen aktivite Ol¢iimleri Sekil 3.4’de verilmistir.

Olusturulan grafikte Rezene fenol oksidazi i¢in optimum reaksiyon sicakligi 70°C

olarak bulundu. Bu sicaklik degerinin {lizerinde aktivite azalmis ancak hala

baslangigtaki aktivitenin %70°1 korunmustur.

Literatiirde farkli bitki kaynaklarindan izole edilen fenol oksidaz enzimlerinin
optimum sicaklik degerleri ¢alisilan bitki kaynaklarina gore degiskenlik
gostermektedir. Ornegin, Eriobotrya japonica (yeni diinya) meyvelerinden ¢ikarilan
fenol oksidaz enzimi de, 70°C'de optimum aktivite gostermistir. Ayrica literatiirde

yer alan diger bitki kaynaklarinin optimum sicaklik dereceleri Tablo 3.8’ de yer

almaktadir.
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Sekil 3.4. Reaksiyon sicakliginin rezene fenol oksidaz aktivite lizerine etkisi
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Tablo 3. 8. Farkli bitki kaynaklarindan ekstrakte edilen fenol oksidazlarin optimum pH
ve sicakliklarinin karsilastirilmasi

K (Katekol, Optimum  Optimum

Bitki kaynagi mM) sicaklik (°C) pH Referans
Amasya elmasi 34 15 7,0 Oktay ve dig., 1995
Cilek 5,9 25 5,0 Dalmadi ve dig., 2006
Dut* - 45 7,0 Sutay Kocabas ve dig.,2011
Enginar? 10,2 25 6,0 Aydemir, 2004
Hurma 12,4 20-40 7,5 Ozen ve dig., 2004
Kekik® 18 35 6,5 Dogan ve Dogan, 2004
Kestane* 14,3 40 5,0 Xu ve dig., 2004
Mango 6,3 30 7,0 Wang ve dig., 2007
Muz 8,5 30 7,0 Unal, 2007
Nane 6,3 30 7,0 Kavrayan ve Aydemir,2001
Patlican’ 8,7 20 7,0 Dogan ve dig., 2002
Mamey® 44 - 7,0 Palma-Orozco ve dig.,2011
Rezene’ 49 70 7,0 Bu calisma

'Dut (Morus alba L.); Enginar (Cynara scolymus L.); *Kekik (Thymus longicaulis subsp.chaubardii var. chaubardii); ‘Kestane
(Castanea henryi); SPatlican (Solanum melongena var. insanum); ® Mamey (Pouteria sapota); "Foeniculum vulgare
Sicakligin enzim kararhilifina etkisinin belirlenmesi icin 30 ila 70°C arasi
sicakliklarda enzim 30 dak ve 60 dak inkiibasyona birakildiktan sonra standart
kosullarda aktivite dl¢iimleri yapildi. Sekil 3.5°de goriildiigii {izere enzimin kararl
kaldigi optimum sicaklik degeri 30°C olarak belirlendi. Sicaklik 40°C’ye
cikartildiginda enzim aktivitesinde ¢ok hizli bir diistis gozlendi (30°C’de olgiilen
aktivitenin yaklasik %59’u kaybolmustur).

Inkiibasyon siiresinin etkisine bakildiginda ise 60 dak inkiibasyon 30 dak’a gore
aktivitenin yartyariya azalmasi ile sonuglandi. Sekil 3.4 ve Sekil 3.5 beraber
incelendiginde, enzimin yiiksek sicaklik derecelerinde (60-80°C) aktif olmasina
ragmen stabilitesinin kisa siirede bozuldugunu gérmekteyiz. Bu durum enzimin uzun

stiren endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirligini sinirlayabilir.
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Sekil 3.5. Sicaklik degisiminin enzim kararliligi izerine etkisi

3.5.2. Reaksiyon pH’sinin enzim iizerine etkisinin arastirilmasi

Farkli pH’larin fenol oksidaz aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek icin 3,0 ila
10,0 arasinda degisen farkli pH’larda gerceklestirilen aktivite 6l¢iim bulgulart Sekil
3.6’de verilmistir. Olusturulan grafikte Rezene fenol oksidazi igin optimum
reaksiyon pH’s1 7,0 olarak belirlendi. Benzer sekilde enzimin bir saat siireyle
baslangigtaki aktivitesini korudugu pH degeri de 7,0 olarak bulundu (Sekil 3.7). Bu
pH degerinin iizerinde ve altinda aktivite kayiplar olmakla birlikte pH 6,0 ve 8,0’de
sirastyla aktivitenin yaklasik %72 ve %77’si korundu (Sekil 3.7). Farkli bitki
dokularindan ekstrakte edilen fenol oksidazlara ait optimum pH degerleri Tablo
3.8’de verilmistir. Genel olarak fenol oksidazlarin en iyi galistiklar1 reaksiyon pH

degerinin 7,0 oldugunu sdyleyebiliriz.

100 F

o
]
I

60 |

% Bagl Aktivite

2 4 6 bH 8 10

Sekil 3.6. Reaksiyon pH’sinin rezene fenol oksidaz aktivite iizerine etkisi
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Sekil 3.7. Reaksiyon pH degisiminin enzim kararliligi tizerine etkisi

3.5.3. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Rezene fenol oksidazina ait Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi i¢in olusturulan
Michaelis Menten grafigi ve Lineweaver-Burk diyagrami Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°de
verilmistir.

Enzimin hizin1 ve substratina olan afinitesini belirten bu degerlerin hesaplanmasi
amaciyla fenol oksidaz enzimi substrati olan katekoliin 10 — 200 mM araligindaki

konsantrasyonlarinda aktivite tayini yapildi. Lineweaver-Burk diyagramindan

(1/S’ye kars1 1/V) Km ve Vmax degerleri sirastyla 49 mM ve 909,00 umol/dak/ml

olarak bulundu.

Literatiirde farkli bitki dokularindan ekstrakte edilen fenol oksidazlar i¢in katekole
kars1 ilgisini ifade eden Km degerleri farklilik gostermektedir (Tablo 3.8). Buna gore
rezene fenol oksidazinin katekole ilgisi diger bitkisel fenol oksidaz enzimlerine gore

azdir (Km degeri daha ytiksektir).
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Sekil 3.8. Katekol konsantrasyonunun fenol oksidaz aktivitesine etkisini gosteren
Michaelis- Menten grafigi
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Sekil 3.9. Fenol oksidaz enziminin Lineweaver—Burk Plot egrisi

3.5.4. Substrat spesifite analizi

Biyokatalizér ihtiyacin1 karsilamak amaciyla fenol oksidaz enziminin katalitik
Ozellikleri incelendi. Farkli substratlar varliginda aktivite ol¢timleri gergeklestirildi
ve bilinen bazi lakkaz substratlart (ABTS, guaiacol, syringaldazine, hidrokinon)
(Burton, 2003) ile Trametes versicolor lakkazi (Sigma) kullanarak karsilagtirma
yapildi. Tablo 3.9°da verilen bulgulara gore, rezene fenol oksidaz enzimi katekol,
ABTS ve kafeik asit varhiginda aktivite gosterdi. Ancak guaiacol oksidasyonunu

gerceklestirmedi.
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T. versicolor lakkazi ise beklenildigi gibi tipik lakkaz substrati olarak bilinen ABTS
ve guaiacolu okside edebildi. Buradan rezene fenol oksidazinin genel olarak o- ve p-

difenolik bilesikleri okside edebildigini gormekteyiz.

Tablo 3.9. Rezene fenol oksidazinin substrat spesifite analizi ve T. versicolor lakkaz
ile karsilastirilmasi

Rezene fenol oksidazi T. versicolor lakkazi
Substrat %Bagl aktivite? %Bagil aktivited
100 mM Katekol 100 -*
] .b 63 _*x
50 mM Kafeik asit
. ..C 31 _*
50 mM Kafelbk asit
5mM ABTS 95 -+
5mM ABTS -* 100
b
5 mM Guaiacol > ;
C
5 mM Guaiacol > 42

*Aktivite gozlenmedi; 4Yiizde bagil aktivite enzim tarafindan katalizlenen en yiiksek aktivite degerinin her bir substratta

oliglen aktivite degerine boliinmesiyle hesaplandi; bfosfat tamponunda oOlgiilen aktivite; Casetat tamponunda oOlgiilen
aktivite

3.5.5. Organik ¢oziiciilerin enzim aktivite iizerine etkisi

Organik c¢ozgenlerin fenol oksidaz aktivitesi Tlizerine etkisi Tablo 3.10°da
gosterilmistir. Organik ¢oziiciiler proteinlerin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirme
yetenegine sahip bilesiklerdir. Genelde proteindeki kovalent olmayan baglar, 1yonik
gruplar ve dipoller, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler gibi 6zellikleri

degistirirler.

Organik c¢oziiclilerin eklendigi reaksiyon ortamlarinda genel olarak ¢o6zgen
konsantrasyonunun artisina bagli olarak aktivitede kademeli olarak azalma
gozlenmistir. Ancak bu azalma hemen hemen tiim ¢6zgenlerde (metanol harig) en
yiiksek konsantrasyonda dahi %20’den fazla degildir (Tablo 3.10). Enzimin olumsuz
yonde en fazla etkilendigi ¢6zgen metanol olup %10 (v/v)’luk konsantrasyonda
baslangictaki aktivitenin (¢6zgenin bulunmadigi ortamda Olgiilen) %43’i
kaybolmustur. Rezene fenol oksidazinin katalazinin organik ¢oziiclilere olan
dayanikliligt DMSO > Etanol > Aseton > Metanol seklindedir. Enzimin ¢6zgenlere
olan dayaniklilig: iyi bir biyokatalizor olarak biyotransformasyon basta olmak tizere

cesitli uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.
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Tablo 3.10. Farkli organik ¢6zgenlerin Rezene fenol oksidaz aktivitesi tizerine etkisi

Bagil FO*
Organik aktivitesi  Organik Bagil FO*
¢ozilicli %v/v (%)  cozici % viv Aktivitesi (%)
Kontrol 0 100 Kontrol 0 100
2,5 93 2,5 93
5 89 5 91
Etanol Aseton
7.5 84 7,5 90
10 82 10 80
2,5 70 2,5 93
Metanol > 64 DMSO > 86
75 59 7,5 85
10 57 10 84

*FO: Fenol oksidaz

3.5.6. inhibitorlerin enzim aktivite iizerine etkisi

Fenol oksidaz inhibitorii olarak literatiirde rapor edilen bilesiklerin (Walker ve
MccCallion, 1980; Rescigno ve dig., 2002) aktivite {izerindeki etkileri katekol
substrat1 varliginda analiz edildi. Tablo 4.11°de verilen sonuglara gére SHAM (bakir
uzaklagtirict ajan, Lim ve dig., 1999; Rescigno ve dig., 2002), lakkaz inhibitori
olarak bilinen CTAB (iyonik olmayan deterjan) ve katekol oksidaz inhibitorii olarak
tanimlanan PVP varliginda inhibisyon gozlendi. SHAM, CTAB ve PVP inhibitérleri
arasindan Tablo 3.11° de verilen sonuglar dikkate alindiginda en etkili inhibitor

SHAM olarak belirlendi.

Rezene fenol oksidazi lakkaz substrati olan ABTS varliginda, PVP inhibitorii
incelendiginde katekol substarti kullanildigina gézlenen sonuca benzer olarak yine

inhibisyona ugradig: goriilmektedir.

T. versicolor lakkazi ise beklendigi sekilde SHAM ve CTAB varliginda inhibe
olmus, ancak PVP tarafindan aktivasyona ugramistir. Rezene fenol oksidazi hem
lakkaz hem de katekol oksidaz inhibitdrlerinden (sirasiyla CTAB ve PVP) olumsuz
yonde etkilenmistir. Buradan rezene fenol oksidazinin hem lakkaz hem de katekol

oksidaz 6zelliklerini tagidigini sdyleyebiliriz.
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Tablo 3.11. inhibitorlerin rezene fenol oksidaz aktivite iizerine etkileri ve T.

versicolor lakkazi ile karsilastirilmasi

Rezene fenol Rezene fenol  T. versicolor

Oksidazi oksidazi lakkazi
Substrat-+inhibitor %Bagil Substrat+Inhibitor %Bagil aktivite ~ %Bagil

aktivite aktivite
+20 mM SHAM 18 +20 mM SHAM -* 78
+25 mM SHAM 12 +25 mM SHAM -* 66
+30 mM SHAM - +30 mM SHAM -* 57
+35 mM SHAM - +35 mM SHAM -% 51
+40 mM SHAM - +40 mM SHAM -* 38
+45 mM SHAM - +45 mM SHAM -* 34
+50 mM SHAM - +50 mM SHAM L 31
+20 mM PVP 85 +20 mM PVP 276 56
+25 mM PVP 81 +25 mM PVP 224 70
+30 mM PVP 74 +30 mM PVP 188 75
+35 mM PVP 68 +35 mM PVP 138 77
+40 mM PVP 60 +40 mM PVP 133 107
+45 mM PVP 59 +45 mM PVP 125 114
+50 mM PVP 55 +50 mM PVP 101 117
+20 mM CTAB 20 +20 mM CTAB -* -
+25 mM CTAB 12 +25 mM CTAB -* -
+30 mM CTAB 10 +30 mM CTAB -* -

*QOlgiim yapilmadi
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Gida olarak kullanilan Rezene (Foeniculum vulgare), Hiinnap (Zizyphus jujube),
Kisnis (Coriandrum sativum), Meyan (Glycyrrhiza glabra) ve Kegiboynuzu
(Ceratonia silique) bitkilerinin dokularindan elde edilen ham ekstraktlarda fenol
oksidaz enziminin iiretimine bakildi ve bulgular en iyi fenol oksidaz kaynagi olarak
bilinen kiltir mantar:1 ile karsilastirildi. Test edilen bitkilerden sadece rezene
tohumunda, kiiltiir mantarina gore yaklasik %238 daha fazla fenol oksidaz aktivitesi
oOlgiildii. Daha sonra ekstraksiyon optimizasyon calismalart gerceklestirildi ve 50
mg/mL PVP varliginda pH 6,0’da hazirlanan ekstraksiyon ortaminda kiiltiir
mantarma gore yaklasik 2,5 kat daha fazla fenol oksidaz igeren ham ekstrakt eldesi
saglandi. Daha sonra ham 6ziitten fenol oksidaz enziminin {iglii-faz ayirma sistemi ile
saflagtirma denemeleri gergeklestirildi. Buna goére, %65 (w/v) amonyum siilfat
doygunlugunda hazirlanmig 1,0:0,5 oraninda ham ekstrakt ve t-biitanol i¢eren pH’s1
6,0’ya ayarlanmig sistemden fenol oksidaz enzimi yaklasik %120 aktivite geri
kazanimla 2-kat saflastirildi. Safliginin kontrolii SDS-PAGE analizi ile yapildi ve alt
tinitesinin molekil agirhigr 21,8 kDa olarak hesaplandi. Aktivite boyama sonuglari
enzimin hem lakkaz hem de katekol oksidaz aktivitesi gosterdigine isaret etmektedir.
Substrat spesifite ve inhibitor analiz sonuglar1 bu bulguyu desteklemistir. Saf enzimin
optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 70°C ve 7,0 olarak belirlendi. Enzim
stabilitesinin sicakliga baglh olarak azaldigi goézlenirken pH 6,0-8,0 arasinda
aktivitesinin yaklasik %72 ila %77’sinin korundugu go6zlendi. Lineweaver-Burk
diyagramindan (1/S’ye kars1 1/V) Km degeri 49 mM, Vmax degeri ise 909,00 umol
dak™ mL™" olarak hesaplandi. Son olarak enzimin etanol, DMSO ve asetondan
olumsuz yonde etkilenmedigi goriiliirken ¢ozgenlere kars: ilgisi DMSO > Etanol >
Aseton > Metanol seklinde bulundu. Fenol oksidaz enziminin giivenilir, maliyeti
diisiik ve yiiksek verimle calisan bir ekstraksiyon yontemi olarak tanimlanan Uglii-
Faz Ayirma (TPP) yontemi kullanilarak saflagtirilmasi endiistriyel uygulamalar
acisindan biiyiik avantaj saglamaktadir. Karakterize edilen enzimin artan reaksiyon
sicakliklarinda aktivitesinin diismedigi aksine enzim aktivitesinin arttig1 gozlendi,

ancak enzimin artan sicakliga karsi stabilitesinin azalmasi endiistriyel uygulamalarda
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calisilan siirenin uzamasi gibi olumsuz durumlara karst bir dezavantaj ozelligi
tagimaktadir. Bunun yanisira pH aralig1 incelendiginde, enzim aktivitesinin reaksiyon
ve stabilite 6zelliklerini genis sayilabilecek pH araliklarinda korudugu gézlendi ve
bu durumun endiistriyel uygulamalarda calisilan silirenin uzamasi gibi olumsuz
durumlara kars1 bir avantaj 6zelligi tasidig1 diisiiniilmektedir. Onem tasiyan diger bir
husus ise enzim aktivitesinin farkli organik c¢oziiciilere karsi olumsuz yonde
etkilenmediginin goriilmesidir. Enzimin aktivite boyama sonuglar1 ile hem lakkaz
hem de katekol oksidaz aktivitesi gosterdigine isaret etmektedir. Substrat spesifite ve
inhibitor analiz sonuglar1 bu bulguyu desteklemistir. Gelecek ¢alismalarda daha farkli
metodlar kullanilarak enzimin daha saf halinin elde edilmesi amagclanabilir. X-1g1n1
kristolografisi yontemleri ile enzimin {i¢ boyutlu yapilar1 olusturularak molekiiler

diizeyde analiz yapilabilir.
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Ek-A

Soliisyonlarin Hazirlanisi

0,1 M Sitrat tamponu pH 3,0

Sodyum sitrat 2,713 g

Sitrik asit 17,437 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 3,0’a ayarlanir.

0,1 M Sitrat tamponu pH 4,0

Sodyum sitrat 9,838 g

Sitrik asit 12,782 ¢

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 4,0’a ayarlanir.

0,1 M Sitrat tamponu pH 5,0

Sodyum sitrat 16,963 g

Sitrik asit 8,127 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 5,0’a ayarlanir.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu, pH 6,0

Monobazik 13,68 g

Dibazik 3,30 ¢

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 6,0’a ayarlanir.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu, pH 7,0

Monobazik 6,08 g

Dibazik 16,34 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0’a ayarlanir.

0,1 M Tris Tamponu, pH 8,0
Tris 12,114 g
Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 8,0’a ayarlanir.

0,1 M Glisin sodyum hidroksit Tamponu, pH 9,0 (pH 9- pH 10)

Glisin 0,66 g

Sodyum hidroksit 0,046 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 9,0’a ayarlanir.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi
SDS-PAGE Elektroforez jeli igin;
%15 (h/h) ayirma jeli

%30 Akrilamid — 2,5 ml

1,5 Tris-HCI [pH 8,8] — 1,25 ml
ddH20 - 1,18 ml

%20 SDS - 0,025 mi

%10 APS — 0,050 ml
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Ek-A (Devam)

TEMED - 0,005 ml

%5 (h/h) yiikleme jeli

%30 Akrilamid — 830 uL

1 M Tris-HCI [pH 6,8] — 630 uL
ddH20 — 3,4 mi

%20 SDS - 0,025 ml

%10 APS — 0,050 ml

TEMED - 0,005 mi

%10 h/h APS (Amonyumpersiilfat)
10 g APS tartilir, 10 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir. 1 ml olacak sekilde ependorf
tiiplere aktarilir ve -800C’de muhafaza edilir.

Jel Yiikleme Tamponu

%20 SDS — 2 ml

1 M Tris-HCI — 1 ml

Gliserol — 1 ml

Mercaptoethanol — 1 ml

Bromophenol

Mercaptoethanol disindaki diger tiim kimyasallar karistirilir ve oda sicakliginda
muhafaza edilir. Jel yiikleme tamponu kullanilacagi zaman 200 pL sample buffer
icin 50 uL mercaptoethanol olacak sekilde Mercaptoethanol bu karisima eklenir.

10x Running Buffer

30 g Tris, 144 g Glycine, 10 g SDS son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su
icerisinde ¢ozdiiriiliir. pH 8,3’e ayarlanip 4°C’de saklanir. Jeli yiiriitme esnasinda bu
solisyondan 100 ml alinir ve iizerine 900 ml distile su ilave edilerek karistirilir.
Sonrasinda elektroforez tankina aktarilarak jel yiiriitiiliir.

Coomassie Blue Stain Soliisyonu (1 litre)

2,5 g Coomessie Blue, 450 ml metanol igerinde 1 gece boyunca ¢ozdiiriiliir. 70 ml
Asetik Asit ve 480 ml distile su eklenerek 1 litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede
4°C’de saklanir.

Destain Soliisyonu (1 litre)
250 ml Metanol, 150 ml Asetik Asit, 675 ml distile su, koyu renkli sisede
karistirildiktan sonra 4°C’ye saklanilmak iizere kaldirilir.

1,5 M Tris HCI Tamponu, 100 ml (pH 8.8)

18,5 g Tris Base; 0,4 g SDS 80 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir. 1 M HCI ile pH
8,7 ‘ye ayarlanir. Steril filtreden gecirilir ve +4°C’de saklanur.
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Ek-B

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in standart protein olarak sigir serum albiimin
(BSA) kullanildi. Stok BSA ¢6zeltisi (2 mg/mL) ayni tampon ile uygun oranlarda
seyreltilerek 0, 0,3, 0,6, 0,9, 1,2 mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde standart
protein ¢ozeltiler, hazirlandi. Numarlandirilmis olan 2 mL’lik ependorflara, farkli
BSA konsantrasyonlarindan 100 puL ve 1.5 ml Bradford reaktifi (expedeon, Bradford
Ultra Protein Assay) eklendi. 10 dak oda sicakliginda inkiibasyon yapildi ve ardindan
spektrofotometrede 595 nm’de Olgiim gergeklestirilerek standart egri olusturuldu
(Sekil E.1).

Absorbans 595 nm

1.4

mg protein / mL

Sekil E.1. Protein miktar tayini, Standart BSA egrisi
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Ek-C

Saflastirilmis rezene fenol oksidazinin molekiiler agirliginmi tespit etmek amaciyla
SDS-PAGE yontemi kullanildi. Analiz sonrast Ornege ait molekiil agirliginin
hesaplanmas1 agagidaki grafik ile gergeklestirildi ve yaklagik 21,8 kDa civarinda tek
bir bant gozlendi (Sekil E.2).
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Sekil E.2. Molekiil agirligiin belirlenmesinde kullanilan grafik
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