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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CAY YAPRAKLARINDAN (Camellia sinensis L.) POLIFENOL OKSIDAZ
ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFISI iLE SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BAZI KIMYASALLARIN ENZIM AKTIVITESI
UZERINE ETKIiSININ INCELENMESI

Cansu YILMAZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. O. irfan KUFREVIOGLU

Polifenol oksidaz enzimi sebze ve meyvelerde kararmaya neden olur. Bu ¢alismada, bu
enzim Rize yoresinden toplanan ¢ay yapraklarindan (Camellia sinensis L.) Sepharose
4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonu kullanilarak ilk kez saflastirildi.
Enziminin safligimi kontrol etmek i¢in sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi uygulandi. Katekol ve 4-metil katekol substratlar1 kullanilarak, PFO
enziminin optimum pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddet, stabil pH, Ky ve
Vmax degerleri belirlendi. Enzimin iki ayr1 substrat i¢in sirasiyla optimum pH’s1 9,0-8,5,
optimum sicakligi 10°C, optimum iyonik siddeti 0,05 M, stabil pH’s1 5,5, Ky degeri
3,782-3,881 MM, Vpux degeri 1,676-1,912 umol/dk olarak belirlendi. Inhibitor
caligmalarinda substrat olarak katekol kullanilarak, sodyum metabisiilfit, sodyum siilfit,
ditiyoeritritol, glutatyon, askorbik asit inhibitorleri ile ¢alisildi. Bu inhibitérler i¢in bes
farkl1 inhibitor konsantrasyonunda ICsq degerleri belirlendi. Lineweaver-Burk grafikleri
yardimiyla bu inhibitorler i¢in Kjsabitleri ve inhibisyon tiirleri belirlendi. K;sabitleri ve
ICs0 degerlerine gore en etkili inhibitdriin sodyum metabisiilfit oldugu tespit edildi.

2016, 80 sayfa

Anahtar Kelimeler: Cay yapragi, polifenol oksidaz, afinite kromatografisi,
karakterizasyon, inhibisyon



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME FROM TEA
LEAVES (Camellia sinensis L.) BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY,
CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION THE EFFECT OF SOME
CHEMICALS ON THE ENZYME ACTIVITY

Cansu YILMAZ

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Department of Biochemistry

Advisor: Prof. Dr. O. irfan KUFREVIOGLU

Polyphenol oxidase enzyme causes the enzymatic browning in some fruits and
vegetables. In this study polyphenol oxsidase (PPO) enzyme was purified from tea
leaves (Camellia sinensis L.) from Rize region origin using sepharose 4B-L-tirozine p-
amino benzoic acid affinity chromatography for the first time. The purity of the enzyme
was determined by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
Optimum pH, optimum temperature, optimum ionic strength, stable pH, Ky and Vmax
values of PPO enzyme were determined using catechol, 4-metil catechol as substrate.
The optimum pH and temperature of PPO were determined as 9.0-8.5, 10°C. Optimum
ionic strength of this enzyme was found as 0.05 M for both substrates. Ky constants and
Vmax values of enzyme for the used two substrates were found as 3.782-3.881 mM and
1.676-1.912 pumol/dk, respectively. Sodium metabisulfite, sodium sulfate,
dithioerythritol, glutathione, ascorbic acid inhibitors were studied in inhibitor studies
using catechol as the substrate. 1Cso values were determined in five different inhibitor
concentrations for these inhibitors. K; constant and the types of inhibition of these
inhibitors were determined by using Lineweaver-Burk graphics. Sodium metabisulfite
was appointed to be the most effective inhibitor according to the K; constants and values
of I1Cxp.

2016, 80 pages

Keywords: Tea leaf, polyphenol oxidase, affinity chromatography, characterization,
inhibition
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1. GIRIS

1.1. Cay Bitkisinin Morfolojik Ozellikleri

Cay bitkisi ‘“Theaceae’’ familyasinin‘‘Camellia’’cinsine (Camellia sinensis L.) ait her
mevsim yesil kalan, ¢ok yillik bir bitkidir (Caffin et al. 2004). Camellia sinensis’in 3
cesidi vardir. Bunlardan birincisi Cin, Japonya ve Tayvan’da yetistirilen Camellia
sinensis varyete sinensis (Cin cay1)’dir. Bu cay cesidi soguga dayaniklidir. Ikincisi Sri
Lanka, Hindistan, Banglades ve Endonezya gibi tropik iklim bélgelerinde yetisen
Camellia sinensis varyete assamica (Assam cay1)’dir (Chan et al. 2007). Ugiinciisii ise
Camellia sinensis varyete irrawadiensis’tir (Spille 1997). Ulkemizde yetistirilen caylar
genellikle Cin varyetesidir ve bunlarin hibritleri de bulunmaktadir (Tiifekci and Gtiner

1997).

Cay agaci, yaklasik olarak 20-30 m yiikseklige ulasabilir (Caffin et al. 2004). Yilda 15-
20 cm kadar biiyiimektedir. Fakat bu durum, ¢ay hasatinin zorlastirmakta ve verimi
diistirmektedir. Bu yiiziinden belirli zamanlara budama yapilir (Ravichandran 2004).
Cay bitkisi yiiksek diizeyde yillik yagis ve neme ihtiya¢ duyar. Yiiksek oranlarda verim
elde edebilmek ve bitki gelisimi i¢in hava sicakligi 18-30°C, toprak sicakligi ise 20-
25°C olmalidir. En iyi verimi asitli topraklarda (pH:5,0-5,6) gosterir (Mehra and Baker
2007). Cay bitkisi genel olarak yiiksek bolgelerde yetistirilir. Hindistan, Sri Lanka ve
Kenya’da 2000 m yiiksekliklere kadar ¢ay tarimi yapilmaktadir (Chan et al. 2007). Cay
iretimi i¢in, ¢ay bitkisinin siirgiin ucundan iki yaprak ve bir tomurcugun (buna 2,5
yaprak ad1 verilir) kullanilmasi onerilir ve istenir. Bunun nedeni, kalite agisindan 6nem
tasiyan cesitli maddelerin geng¢ yapraklarda ve tomurcukta yogun olarak toplanmis
olmasidir. Cay yapraklari ve tomurcuk, bitkinin gelisme oranina bagh olarak tropik
bolgelerde 1 veya 2 hafta araliklarla toplanmasina ragmen iilkemizde 5-7 hafta
araliklarla toplanmaktadir. Cay bitkisi kis dinlenmesi olarak bilinen dinlenme siirecine
girer. Bu siire icerisinde bitkinin diisiik sicaklifa maruz kalmasi, bitkide reaktif oksijen
tiirlerinin artmasina ve bu nedenle bitkide oksidadif strese neden olur. Sonug¢ olarak

bitkide hiicresel zararlar ortaya ¢ikmaktadir (Vyas and Kumar 2005).



1.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Cay Uretimi ve Tiiketimi

Diinyada yillik yaklasik olarak 3.645.200 ton cay iiretimi yapilmaktadir. Bunun %781
siyah cay, %20’si yesil cay ve %2’si de oolong caydir (Rio et al. 2004). Ulkemiz
diinyada ¢ay iretimi acisindan besinci sirada yer almaktadir. Cizelge 1.1’de 2006
verilerine gore diinyada en ¢ok ¢ay iiretimi yapan iilkelerin liretim degerleri ve diinya
capindaki tiretim yiizdeleri verilmistir. Cizelge 1.2°de ise en ¢ok tiikketim yapan iilkeler

ve ytlizdeleri verilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya cay tretiminde lider olan iilkeler, iiretim degerleri ve diinya cay
tiretimindeki paylar1 (%) (FAO 2008)

Uretim Ulke 2006 Yili Uretim _ Diinya Cay

Miktarlarma Degerleri (bin ton) | Uretimindeki Pay1
Gore Siralama (%)

1 Cin 1047,4 28,73

2 Hindistan 945,3 25,93

3 Kenya 313,0 8,59

4 Sri Lanka 312,0 8,56

5 Tiirkiye 200,1 5,49

Cizelge 1.2. Diinya cay tiiketim degerleri ve toplam tiiketimdeki paylar1 (%) (FAO

2008)
Tiiketim Ulkeler 2006 Yih Tiiketim Diinya Cay
Miktarina Degerleri (bin ton) Tiiketim Pay1
Gore Siralama (%0)
1 Cin 776,9 21,32
2 Hindistan 762,7 20,93
3 Avrupa Birligi (27) 356,2 9,77
4 Tiirkiye 201,0 5,52
5 Rusya 179,9 4,83
6 Ingiltere 161,3 4,43




1.3. Cayin Simiflandirilmasi

Ticari ¢aylar liretim yontemine gore 3 ana sinifa ayrilmaktadir.

1) Fermente olmayan Yesil Cay
2) Yar fermente Oolong Cay
3) Fermente olmus Siyah Cay (Fernandez et al. 2003; Wheeler and Wheeler 2004).

1.3.1. Yesil cay

Geleneksel alkolsiiz bir icecek olan yesil cay Cin ve Japonya’da tliketilmektedir
(Yoshida et al. 1999). Yesil ¢ay, fenolik bilesikleri olusturan katekinlerin enzimatik
reaksiyonuna izin vermeden olusturulan bir cay ¢esididir, yani ¢ay yapraklarinin
fermentasyona ugratilmamasidir (Zhen 2002). Yesil caym rengi katekinlerin
oksidasyona ugramamasi nedeniyle oolong ve siyah caydan farkli olarak tamamen
yesildir. Antioksidatif ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip bilesikleri arasinda yer alan
ve yesil ¢ayin agirlik¢a %20’sini olusturan Katekinlerin, olduk¢a Onemli oldugu
diisiiniilmektedir (Wang and Helliwell 2000). Fermentasyon islemi katekin miktarinda
onemli oranda azalmaya neden oldugu i¢in yesil ¢ay, oolong ve siyah ¢aylardan daha
fazla katekin icermektedir (Cabrera et al. 2003). Yesil ¢ayda katekinlerden en fazla
EGCG bulunmaktadir. Bunu sirasiyla EGC, ECG, EC, CG, GC ve C izlemektedir (Goto
et al. 1996; Lin et al. 1996; Zuo et al. 2002; Nishitani and Sagesaka 2004; Perva-
Uzunalic et al. 2006).

1.3.2. Oolong cay

Oolong ¢ay, Cin ve Tayvan’da yaygin olarak tiiketilen bir ¢ay ¢esididir (Satoh et al.
2005). Oolong c¢aymn {retiminde ise karmasik bir yar1 fermentasyon iglemi
uygulanmaktadir. Karakteristik 6zellikleri bakimindan oolong ¢ay, siyah cay ile yesil
cay arasinda yer almaktadir (Wang et al. 2000). Kullanilan ¢ay bitkisinin &zel

kosullarda yetistirilmesi ve 6zel bir iiretim teknigi ile iiretilmesi nedeniyle oolong cay



yogun bir aromaya ve dogal ¢igcek kokusuna sahiptir (Zhan and Xu 2004). Oolong ¢ayin
yapisinda bulunan katekinlerin polimerizasyonu sonucunda olusan polifenol bilesikleri,
yesil ve siyah caydan farkliliklar gosterir (Matsui 2004) ve katekin, teaflavin ve
tearubijinlerin karisimindan olusmaktadir (Wheeler and Wheeler 2004).

1.3.3. Siyah cay

Siyah cay, Ozellikle Bati Avrupa, Amerika, Avustralya ve bazi Asya iilkelerinde
tilketilmektedir (Wheeler and Wheeler 2004). Siyah ¢ay iiretimi i¢in c¢ogunlukla
polifenol igerikleri daha fazla olan Assam ¢esitleri kullanilmaktadir (Astill et al. 2001).

1.4. Cay Bitkisinin Bilesimi

1.4.1. Cay bitkisinin genel bilesimi

Islenmemis cay yapraklarinin kimyasal bilesimi, c¢evresel faktdrleri ve iiretim
yontemleri gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gosterir (Kuroda and Hora 1999). Cay
yapraginin yaklasik olarak %80’ini su olusturur. Cayin en onemli bilesenleri fenolik
maddeler ve alkaloidlerdir. Ayrica c¢ayin yapisinda 26 ¢esit aminoasit bulunur ve
bunlarin en 6nemlisi theanindir (Yao et al. 2006). Theanin yesil ¢aya tat ve koku

vermektedir (Juneja et al.1999).

Cay yapraginda bulunan maddedeler:

¢ Fenolik Bilesikler:

Flavanoller
Flavonoller ve flavonol glikozidler
Lokoantosiyaninler

Fenolik Asitler ve depsidler



¢ Fenolik Olmayan Bilesikler:

Kafein

Amino asitler ve proteinler
Sekerler ve polisakkaritler
Organik asitler

Lipidler

Klorofil ve karotenoidler
Ugucu bilesikler

Ham seliiloz

Kiil

e Enzimler

Polifenol oksidaz enzimi
Pektin metil esteraz enzimi
Peroksidaz enzimi

Fosfatazlar

e Vitaminler

B, vitamini

C vitamini

1.4.1.a. Yesil cay yapraginin 6nemli bilesenleri

Cay yapragmin bilesimindeki bir¢ok reaksiyon Tiriinii kafeinle etkilesir ve c¢ayin
aromasint degistirerek Onemli sorunlara yol acar (Spille 1997). Metilksantin ve

polifenol bilesikleri iceren c¢ay bitkisi, popiilerligini bu iki bilesikten almaktadir. Cay



yapraginin kimyasal yapisi, iklim kosullari, mevsim gibi sebeplerden dolay1 degisiklik

gosterir (Venkatesan et al. 2006).

Fenolik maddeler (polifenoller), ¢ayin en 6nemli bisenleridir. Flavanoller, flavonoller ve
flavonol glikozitler, flavandioller ve fenolik asitler olmak iizere 4 ana grup altinda
toplanirlar. Caym yapisinda fazla miktarda bulunan ve olduk¢a Onem tasiyan
flavanolleri; katekinler ve gallokatekinler ile birlikte bunlarin gallatlari olusturur (Oksiiz
1987). Katekinler renksiz ve suda c¢oziinen bilesikler olup, miktarlar1 kuru cay
agirligiim %20-30’u kadardir (Wang et al. 2000). Toplam katekin miktarlar1 agisindan
yesil cayin birinci sirada yer aldig1 ve bunu sirasiyla oolong ve siyah ¢ayin takip ettigi
saptanmustir (Lin et al. 2003). Aym sekilde en fazla katekin miktarinin yesil (%26,7),
daha sonra oolong (%23,2) ve en az siyah gayda (%4,3) bulundugu belirtilmektedir
(Chan et al. 2007).

Cay bitkisinin en 6nemli bilesenlerinden olan PFO enzimi yaprak dokusunda bulunur ve
oksijenle katekinlerin oksidasyonunu katalizler. PFO bakir igeren bir enzimdir ve farkli

izoenzimleri vardir. Bu enzim ¢ay yapraginin epidermisinde yogundur (Spille 1997).

Proteinler ve aminoasitler, kuru madde {izerinden ¢ayin yaklasik %15-23’{inii olusturur.
Bu proteinlerin bazilar1 suda ¢6ziinmez. Bitkilerde yaygin olarak bulunan aminoasitler
de cayda bulunur. Ayrica caya 6zgii 8-N-etil glutamin yapisinda theanin amino asiti

bulunur ve yesil ¢cay yapraginin yaklasik %2 kadarini olusturur.

Yesil cayda bulunan karbohidratlar; sakkaroz, fruktoz, maltoz, glukoz, arabinoz, riboz,
rafinoz ve ramnoz sekerleridir (Hilton 1973; Kirk-Othmer 1983).



Cizelge 1.3. Geng cay siirgiinlerindeki énemli bilesenlerin yaklasik yiizdeleri (Hilton

1973; Kirk-Othmer 1983)

Bilesen

% Miktari
(Kuru madde iizerinden)

Soguk suda coziinenler

Flavanoller (Katekinler): Epigallokatekin gallat (EGCG) 9-13
Epigallokatekin (EGC) 3-6
Epikatekin gallat (ECG) 3-6
Epikatekin (EC) 1-3
Gallokatekin (GC) 1-2
Katekin (C) 1-2
Flavonoller ve flavonol glikozitler 3-4
Flavondioller (Leucoantosiyanidler) 2-3
Fenolik asitler 4
Fenolik maddeler toplam1 ~30
Kafein 3.4
Aminoasitler: Theanin 2
Digerleri 2
Karbohidratlar 4
Organik asitler 0,5
Sicak suda kismen coziinenler
Polisakkaritler: Nisasta 2,5
Digerleri 12
Proteinler 15
Inorganik maddeler 5

Suda coziinmeyenler

Seliiloz

Lignin

Lipidler
Pigmentler
Ucucu maddeler

OO WO N
= o,




1.4.1.b. islenmis ¢ayin 6nemli bilesenleri

Yesil ¢ay, siyah caya doniisiirken bir seri kimyasal yap1 degisiklige ugrar. Bu
degisiklikler sonunda, flavanollerin %90’1, flavandiollerin tamami, flavonollerin
%20’si, fenolik asitlerin bir kismi bozunur. Islenmis ¢aydaki suda ¢dziinen madde

miktar1 Cizelge 1.4°de verilmistir.

Cizelge 1.4. Suda ¢dziinen siyah cay bilesenlerinin baslicalar1 (Icen 2001)

Bilesen %Miktar1
(Kuru madde iizerinden)
Suda coziinenler
Oksitlenmemis flavanoller 1-3
Flavonoller ve flavonol glikozitler 2-3
Fenolik asitler 4
Teaflavinler 1-2
Diger fenolik maddeler (Tearubijinler, vs) 7-17
Kafein 3-4
Aminoasitler ve peptitler 5
Kismen coziinenler
Protein 15
Polisakkaritler 14
Mineral maddeler (kiil) 4,5-9
Aroma maddeleri Eser

Siyah ¢ayin olusumu esnasinda, yapraklarin oksidasyona ugratilmasiyla biyokimyasal
degisiklikler olusur ve ¢aym karakteristik aromas1 ve kalite bilesenleri meydana gelir.
Yapraklarin kloroplastinda bulunan PFO enzimi oksidasyon esnasinda, katekinlerle
oksijen varliginda reaksiyona girer (Lopez et al. 2005) ve teaflavinler (TF), tearubijinler
(TR) olusur.

Yesil ¢aydaki katekinlerden ve gallokatekinlerden enzim katalizli oksidatif kenetlenme
sonucu olusan teaflavinler, parlak ve portakal sarisi rengi sahiptirler. Caydaki bu

maddenin miktar1 artik¢a, cayin kalitesi artmaktadir.



Sekil 1.1. Basit teaflavinin yapisi (Kuroda and Hora 1999)

Cayda bulunan diger polifenoller ve teaflavinlerin birlesimi ve polimerizasyonu sonucu
tearubijinler meydana gelir. Tearubijinler kahverengi-kirmizi renkli teaflavinlere gore
kimyasal olarak daha heterojendir. Caym tearubijin miktar1 artikga ise Kkalitesi
diismektedir. Bu bilesikler siyah ¢aym tat ve renginden 6nemli oranda sorumludur

(Obanda et al. 2001).

Sekil 1.2. Tearubijinlerin genel yapis1 (Wang et al. 2000)

Sekil 1.3°de islenmis ¢ayin renk ve aromasindan sorumlu teaflavin ve tearubijinlerin
olusumunu saglayan flavan-3-ol’lerin (katekin) oksidasyonu PFO tarafindan
katalizlenir. Sekil 1.4’de de okside olmus flavan-3-ol’den teaflavin olusumu
goriilmektedir (Shahidi and Naczk 2003).
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OH 0] O
OH O O OH Polifenol Oksidaz O 0
OH g OH

OH OH

Katekin

OH
O OH @)
i ' OH 0] O
OH O 0 OH Polifenol Oksidaz ‘ 0
OH OH
OH OH

Epigallokatekin

Sekil 1.3. Katekinin ve epigallokatekinin o-kinonlara oksidasyonu

OH

Sekil 1.4. Oksitlenmis katekinler’den teaflavin olusumu

1.5. Enzimatik Kararma

Meyve ve sebzelerin dilimlenmesi, kesilmesi ve kabuklarinin soyulmasi gibi mekanik
hareketler sonucu olusan renk degisimlerine kararma denir. Polifenol oksidaz enzimi,
meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin oksidasyonunu

katalizleyerek, onlar1 o-kinonlara yiikseltgeyerek polimerizasyonlar1 sonucu
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esmerlesmeyi saglayan melanin pigmentlerinin olusumunu yapan enzimdir (Laurila et

al. 1998).

Esmerlesme reaksiyonuna yol agan sebepler:

e Enzimlerin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlari

e Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari

Enzimlerin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonu bu reaksiyonlar i¢inde en yaygin
olanidir. Meyve ve sebzelerde olusan enzimatik esmerlesme polifenol oksidaz
enziminin sebep oldugu oksidasyon reaksiyonudur. Normal sartlarda enzim hiicre i¢inde
oksijenle temas halinde degildir. Fakat meyve yada sebze kesildigi zaman enzim hiicre
disina cikarak oksijen varliginda bazi fenolik bilesiklerle reaksiyona girer ve renkli
bilesikler olusur (Mcweeny 1974; Mathewson 2000). Enzimatik esmerlesmenin
azaltilmasi ya da tamamen durdurulmasi fenolik maddenin, molekiiler oksijenin yada
polifenol oksidaz enziminden birinin ortadan kaldirilmasi ile saglanabilir. Ayrica bu tiir
esmerlesme reaksiyonlar1 substratlarin uzaklastirilmasi, ortamin pH'siin diisiiriilmesi,
sodyum siilfit ve askorbik asit ilavesi veya 1s1 inaktivasyonu ile dnlenebilir (Laurila et

al. 1998).

Meyve ve sebzelerden Tretilen bir¢ok {iriinlin enzimlerin rolii olmadan, baska
faktorlerin etkisiyle 6zellikle 1s1 etkisiyle hizlanan bir renk esmerlesmesine ugradiklar
bilinmektedir. Enzimatik olmayan renk esmerlesmelerinin nedenleri konusunda bir¢ok
kuram ileri siiriilmektedir. Enzimatik olmayan esmerlesme diye bilinen renk
degismelerinin en yaygin ¢esidi Maillard reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlarda amino
asitlerle indirgen sekerler arasinda bir dizi reaksiyon meydana gelir ve akabinde
esmerlesme gerceklesir. Enzimatik olmayan renk bozulmalari, 1s1, 151k, metaller ve

oksijen gibi faktorlerin etkisiyle gerceklesmektedir (Pekyardimci 1992).
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1.6. Polifenol Oksidaz Enzimi

1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik mantarda bulunan polifenol oksidaz
enzimi (PFO) bitkilerde, kabuklu deniz canlilarinda, mikroorganizmalarda ve 6zellikle
de funguslarda yaygin olarak bulunan bir enzimdir (Pomerantz 1963; Whitaker 1972;
Simpson et al. 1988). Polifenol oksidaz enzimi bitkinin yasina, ¢esidine ve olgunluguna
bagli olarak degisir ve bitkilerde bulundugu yere gore de farklilik gosterir. Cay
bitkisinin epidermisinde yiiksek oranda bulunmaktadir (Spille 1997). Halder ve
arkadaslar1 (1998) yaptiklari ¢alismada ise ¢ay bitKisinin kloroplast boliimiinde yiiksek

oranda bulunmustur.

PFO Uluslararast Biyokimya Birliginin siniflandirmasina iki kez girmistir ve bu
siiflandirilmalarda  ylikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini katalizledikleri igin
oksidorediiktazlar simifindadir. Aktif merkezinde kofaktdr olarak bakir bulundurur

(Mayer and Harel 1979).

Bu siniflanlandirmalarda monofenol mono oksijenaz [E.C. 1.14.18.1] ve difenol oksidaz
[E.C. 1.10.3.2] olarak yer almistir. Monofenol oksidaza farkli isimler verilmistir.
Bunlar; tirozinaz, fenolaz, monofenol oksidaz ve kresolazdir. Difenol oksidaz da aynmi
sekilde farkli geleneksel isimler verilmistir. Bunlar ise katekol oksidaz, o-difenolaz,

fenolaz, polifenol oksidaz ve tirozinazdir (Hammer 1993).

Polifenol oksidaz enzimi molekiiler oksijen varliginda birbirinden tamamen farkli
aktivite gosteren iki farkli reaksiyonu katalizler, yani enzimatik esmerlesme olay: iki

farklt mekanizmaya gore yapilir. Bunlar:

1- Monofenolik bilesiklerin O, varliginda o-difenollere o-hidroksillenme reaksiyonudur.
[E.C.1.14.18.1] ve bu enzimin aktivitesi monofenolaz ve kresolaz aktivitesi olarak da
bilinir (Siddiq et al. 1992; Epsin et al. 1995).
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2- o-difonellerin o-kinonlara yiikseltgenme reaksiyonlarmi katalizleyen enzimlerdir
[E.C.1.10.3.2] ve bu enzimin aktivitesi o-difenol oksidaz veya katekolaz aktivitesi
olarak bilinir (Siddiq et al. 1992).

OH OH
OH
Monofenolaz
(Tirozinaz)
CHy CH;
HN—CH-COOH H>N—CH-COOH
. . 3,4-dihidroksifenilalanin
Tirozin (L-DOPA)

Sekil 1.5. Monofenollerin o-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)

OH
OH (0]
Difenolaz
(Katekolaz)
QHZ (|3H2
H2N—(H)—COOH H,N—CH-COOH
3,4-dihidroksifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

Sekil 1.6. o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi) (Cemeroglu vd
2001)

Cesitli kaynaklardan saglanan enzim ekstraktlari her iki aktiviteye farkli sekillerde
sahiptirler. Patates, seker pancar1 yapragi, elma ve mantar gibi farkli PFO ekstraktlari
her iki aktiviteye sahip olmasina ragmen, ¢ay yapragi, muz, kiraz gibi PFO enzimleri

dihidroksi fenollere etki etmektedir.

Her iki reaksiyonda da oksijen yardimiyla monofenollerin hidroksilasyonu ile dihidroksi
fenoller olusur ve bu dihidroksi fenoller PFO enzimi tarafindan katalizlenerek o-

kinonlara doéniisiir. Olusan o-kinonlar enzimatik olmayan reaksiyonla kararmaya neden
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olur yani melanin pigmentine doniisiir (Mayer 1987). Vamos-Vigyazo’nin onerdigi

enzim katalizi ile alakali reaksiyon asagida verilmistir.

OH oh
OH
Polifenol Oksidaz 0 OH
¥ g + + HO
OH 5
CHj
Katekol p-kresol 0-benzokinon 4-metilkatekol

Sekil 1.7. PFO Enzim katalizi (Vamos-Vigyazo 1981)

Polifenol oksidaz enziminin molekiil agirligr yaklagik olarak 55-65 kDa’dur. Seker
pancar1 kloroplastlar1 ve muzdan elde edilen enzimler igin, dikkatte alinacak derecede
daha diisiik molekiil kiitleleri (10 ve 20 kDa) oldugu tespit edilmistir. (Jolley and Mason
1965). Yapilan c¢alismalarda, Polifenol oksidaz enzimi biniikleer bakir kompleksi
bulunduran bir aktif bolgeye sahip oldugu belirtilmis ve PFO’nun merkezi, Tip 3 bakir
merkezidir. Bakir merkezleri “’met”’, “’oksi’’, “’deoksi’> halleridir. Met formu Cu**-
Cu*? aktif bolgeli met polifenol oksidazdir. Deoksi formu Cu*’-Cu! aktif bolgeli
PFO’nun indirgenmis halidir ve oksi formu ise Cu*?-O,2-Cu*® aktif bolgeli oksi
polifenol oksidazdir (Fenton 1995).

. His Hls
HlS/ . Y His
& ’/,, +2 \\\\\\ (5)"”///// 2 \\\\\ His //”/,, +2 \\\\
‘C : Cu C
/‘ \ / \ Hi /‘ \ / ‘ His
His IS
His His
His
oksi-PPO . ) met-PPO
His 2 3 \\\\\HIS
.+
/Cu ----------- Cu\
His | | His
His His
deoksi-PPO

Sekil 1.8. PFO’nun bakir merkezleri
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1.6.1. PFO’nun substratlari

Meyvelerde ve sebzelerde sekonder metabolit olarak gesitli fenolik bilesikler
bulunmaktadir (Hermann 1974). PFO’nun meyve ve sebzelerdeki en 6nemli substratlar

flavonoid tipi fenoller ve basit fenollerdir (Baruah and Swain 1959).
1.6.1.a. Flavonoidler

Flavonoidler bitkide yayilmis olarak kok, gévde, yaprak ve meyve kisminda bulunurlar
(Swain 1962). Bu flavanoidlerden en onemlileri; katekinler, lokoantosiyanidler,

antosiyaninler, flavonoller ve sinamik asit esterleridir.

Flavonoidlerin genel kimyasal yapis1 asagidaki gibidir (Frudenberg and Weinges 1962);

94

Sekil 1.9. Flavonoidlerin genel yapisi
a. Katekinler

Katekinler, C3 atomunda bir OH grubu igerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol
olarak adlandirilirlar. Flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleri olan katekinler (+)-katekin ve
onun stereoizomeri olan (-)-epikatekin olarak bulunmustur. Diger formlar1 ise
katekinlerin sicak sodyum karbonatla muamelesinden meydana gelir. Kimyasal yapisi

asagidaki gibidir (Frudenberg and Weinges 1962);
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(+)- Katekin (R;=H, R,=0OH)
(-)- Epikatekin (R1=0OH, R,=H)

Sekil 1.10. Katekinlerin kimyasal yapisi
b. Lokoantosiyanidler

Bu smifin bilesikleri pek bilinmemekle birlikte asidik ortamada 1sitilmalariyla
antosiyanidlere doniisiirler. 3 Onemli iiyesi vardir ve bunlar; Lokosiyanidin,

16kodelfinidin ve lokopelargonidin bilesikleridir. Bunlarin kimyasal yapis1 asagidaki

gibidir (Geissman 1963);

RGeS
OH

OH OH

Lokopelargonidin (R1=R>=H)
Lokodelfinidin (R1=R»=0H)
Lokosiyanidin (R4=0OH, Ry=H)

Sekil 1.11. Lokoantosiyanidlerin kimyasal yapisi
c. Antosiyaninler
Hiicre 6zsuyunda bulunan renkli bilesiklerdir. Bunlar pelargonidin, siyanidin ve

delfinidin olarak {i¢ ana smifta smiflandirilmistir. Kimyasal yapisi asagidaki gibidir
(Hayashi 1962);
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OH
Pelargonidin (R1=R>=H)

Siyanidin (R4=OH, R,=H)

Delfinidin (R4=R,=0OH)

Sekil 1.12. Antosiyaninlerin kimyasal yapis1

d. Flavonoller

Antoksantin olarak bilinen acik yesil renkli bilesiklerdir. Quercetin, myricetin,
kaempferol flavonollerin yapisinda bulunan Onemli bilesiklerdir. Kimyasal yapisi
asagidaki gibidir (Harborne 1964);

Quercetin (R4= OH, R,= H)

Myricetin (R1=R>= OH)
Kaempferol (R{=R>= H)

Sekil 1.13. Flavonollerin kimyasal yapis1

e. Sinamik asit tiirevleri

Klorogenik asidin yapis1 asagidaki gibidir;
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HO

HOOCH:CH—QO

O
O H
| COOH
OH
Sekil 1.14. Klorogenik asidin kimyasal yapist

Klorogenik asidin kafeik asit kismi, p-kumarik asidin PFO tarafindan hidroksilasyonu
ile olusturdugu belirtilmistir (Sato 1962).

HO
HO@—CH:CH—COOH

Sekil 1.15. Kafeik asidin (3,4-dihidroksi sinamik asit) kimyasal yapisi

HO@—CH:CH—COOH

Sekil 1.16. p-kumarik asidin (4- hidroksi sinamik asit) kimyasal yapisi

Klorogenik asidin izomerleri olan izo-klorogenik asit, neoklorogenik asit,
pseudoklorogenik asit ve “Band 510” PFO’nun dogal substratlaridir (Sandheimer
1964).

1.6.1.b. Basit fenoller

Aromatik halkaya bagli hidroksil grubu iceren bilesiklerdir. Bu bilesikler bir veya daha
fazla hidroksil grubu bulundururlar. O-dihidroksi fenol olan katekol en basit fenoldiir ve

aromatik halkada iki hidroksil grubu ihtiva eder.
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H
! H
HoN—G=COOH H2N—(:3—COOH
CH> CHy,
HO
OH
OH
. . L-DOPA
Tirozin ( 3,4-Dihidroksifenil alanin )

NH2

CH:

CH,

OH

Dopamin

(3,4-Dihidroksifeniletilamin)

HO HO_  OH HO HO
HO@ HO@ HOOCH3 HO—@—CHO

Katekol Pirogallol 4-Metil katekol 3,4-Dihidroksibenzaldehit
HO HO HO SO3H
HOOCOOH HOON% HO@
3,4-Dihidroksibenzoik asit 4-Nitrokatekol 2,3-Dihidroksifenil stilfonik asit

Sekil 1.17. Bazi fenollerin kimyasal yapisi

Proteinlerin yapisini olusturan amino asitlerden biri olan tirozin de bir monohidroksi
fenoldiir. Dopamin ve tirozinin hidroksilasyonu sonucu L-DOPA olusur (Walker 1964;
Stelzig et al. 1972).

1.6.2. PFO’nun aktivatorleri

Literatiirde polifenol oksidaz enziminin inaktivasyonu ve kararmanin dnlenmesi istenen

bir durum olduguna dair pek ¢ok bilgi varken, aktivasyonu istenmeyen bir durumdur.
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Elma kabugundan elde edilen enzim polivinilpirolidin (PVP) tarafindan inaktive
etmigtir. Sonrasinda ise sodyum dodesil siilfat (SDS) ile tekrar aktivite edilmistir
(Coetzer et al. 2001). Uziim PFO’sunu iire ve asidik pH’a déniisiimlii olarak aktive
etmektedir. Ure inaktif bakla PFO’sunu aktivite eder ve enzimin monofenoller iizerine

olan etkisi artar (Lerner et al. 1972).

Enzimin kofaktorii olan bakirm Cu*? olarak olarak patates PFO’suna herhangi bir etkisi
olmazken, turp PFO’sunun aktivitesini yiikseltmistir (Weaver et al. 1968; Ishiguro and
Aoyama 1970). PFO’nun aktif formu, Cu igeren bir oligomerik protein oldugunu
gosterir (Arnaud 1965). Aktivatoriin rolii, enzimi biyolojik aktivite icin gerekli

konformasyon derecesine getirir (Palmer and Roberts 1967).

1.6.3. PFO enziminin inhibitorleri ve enzimatik kararmanin énlenmesi

Enzimin aktivasyonu istenmeyen bir durum olmasindan dolay1 enzimin inhibisyonu ve
enzimatik kararmanin onlenmesi genis ¢apta arastirtlmistir. Bu iki durum ayni baslik
altinda incelenir. Ancak kararmanin 6nlenmesi, yalnizca enzimin inaktivasyonu ile degil
ayni zamanda reaksiyon igin gerekli olan iki substrattan (O, ve polifenol) birinin
uzaklagtirilmasi veya enzim reaksiyonu sonucu olusan iirlinlerin, ikinci defa enzimatik
olmayan bir reaksiyonla yeni renkli bilesiklere doniistiiriillmesiyle gerceklesir (Walker
1975). Enzim inhibisyonu enzimin in vivo ve in vitro sekilde aktivitelerinin azalmasina

ya da tamamen yok olmasina denir ve ii¢ sekilde gerceklesir.

1. Enzimin inaktivasyonu (direkt enzimi etkilemek)
2. Substratin inaktivasyonu (oksijen yada fenolik bilesikler gibi substratlari
uzaklastirmak)

3.  Uriiniin inaktivasyon (iiriin bilesimini degistirmek)

Enzim inhibisyonuna sebep olan maddelere inhibitor denir. Kullanilan inhibitorler,
besinlerde enzimatik esmerlesmeyi durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyen ve

zehirli olmayan maddeler olmalidir.
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PFO, prostetik grup olarak Cu igeren bir metaloenzim oldugu igin enzimi metal
selatlayici Ozellikleriyle birinci derece etkileyen inhibitorler sunlardir: Siyaniir,
karbonmonoksit, sodyum-dietil-ditiyo-karbamat (DIECA), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid ve potasyum metil ksantat (Palmer and Roberts 1967; Walker
1975; Sapers et al. 1990; Sakiroglu 1994; Oktay et al. 1995).

Bir inhibitor olarak iizerinde en ¢ok c¢alisilan maddelerden biri de askorbik asittir.
Askorbik asit gida maddelerinin biyolojik degerini artirmaktadir. Oksidatif
par¢alanmadan gelen antosiyaninlere karsi koruyucu rol oynar ve kirmizi meyvelerin
renklerini korumasinda rol oynar. Askorbik asitin kinetik caligmalarda iyi inhibitor
oldugunu belirlenmis ve kinonlar1 indirgeyerek selatlama reaktifi olarak gorev yaptigi
belirtilmistir (Keskin ve Erkmen 1987). Askorbik asit ayni zamanda enzim tarafindan
direkt oksitlenerek yarigmali inhibitor gorevi yapar. Bazi fenollerde gozlendigi gibi
PFO’nun yarigmali inhibisyonu askorbik asit ile arttirilabilir (Taufel and Voigt 1964;
Singh and Ahlawati 1974).

PFO’nun 1yi bir inhibitdrii olan siilfitler meyve ve sebzelerin taze olarak satilmasi gibi
durumlarda kullamima ¢ok fazla izin verilmez (FDA 1996). Siilfitler, enzimatik ve
enzimatik olmayan esmerlesmeleri Onler, mikroorganizmalarin biiylimelerini kontrol
ederler. Fakat siilfitlerin, besinleri yikict &zelligi vardir. Bitki ve meyvelerin
yumusamasina ve tadinin bozulmasina neden olurlar (Langdon 1987; McEvily et al.
1991).

1.7. Cahilsmanin Amaci

Enzim teknolojisininin ¢agimizda artan sekilde gelismesi, Uriinlerin kullanim alanlarinin
farklilig1 ve ekonomik agidan ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel
enzimlere yonelik ¢aligmalar1 daha da 6nem kazanmaktadir. Enzim yada enzim gruplar1
tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel organik reaksiyonlarindan ¢ok daha yiiksek
verimle ve reaksiyon karigiminda ytiksek saflikta {iriin olusumu seklinde meydana gelir.

Bu nedenle enzimler endiistride olduk¢a fazla 6neme sahiptir. Dolayisiyla, PFO’lar veya
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benzeri reaksiyonlari katalizleyen enzimler bu acidan son yillarda oldukga ilgi

toplamiglardir (Labuza et al. 1992).

Enzimatik kararma polifenollerin o-kinonlara oksidasyonu ve o-kinonlarin da esmer
renk maddelerine veya melanin polimerizasyonuna cereyan etmesidir. Gida teknolojisi
icin, bu esmerlesme olayr istenmeyen bir durum arz eder. Elma, armut, muz gibi
meyvelerde ve mantar, patates gibi sebzelerde enzimatik kararma nispeten fazla goriiliir.
Fakat yesil ¢ay yapraklarindan siyah gay tiretiminde enzimatik kararma istenen bir
olaydir. Ciinkii kinonlar, caya i¢cim tadi ve kalitesini kazandiran teaflavin ve
tearubijinlerin 6n maddeleridir. Bu nedenle ¢alismada ekonomik Oneme sahip Rize
yoresinde yetisen gay bitkisi yapraklarindan PFO enzimlerinin Sepharose-4B-L-tirozin-
p-aminobenzoik asid afinite kolonu ile saflastirilmasi planlanmistir ve elde edilen PFO

enzimlerinin kinetik ve elektroforetik 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmustir.

Bunun i¢in asagidaki hedefler belirlenmistir;

e  Afinite jelinin sentezi,

e (Cay bitkisi yapraklarindan bu afinite jeli ile PFO enzimlerinin saflastirilmasi,

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) elektroforezi ile PFO enzimlerinin yaklasik molekiil
agirliklarinin tespit edilmesi,

e (Calisilan iki substrat i¢in optimum pH ve sicakliklarin belirlenmesi,

e Belirlenen optimum sartlarda enzimin substratlarina olan ilgisinin arastirilmasi ve
bu ilginin biyokimyasal ifadesi olan Ky ve Vyax degerlerinin bulunmasi,

e Enzimin farkli inhibitérlere karsi ilgisinin arastirilmasi ve bu amagla inhibisyon

tirtiniin tespiti ve K; sabitlerinin ve ICsy degerlerinin bulunmasi.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglarin hem bilimsel agidan faydali olacagina hem de

cay isletmeciligine yon verecegine inan1yoruz.
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2. KAYNAK OZETLERI

Gregory ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada cay bitkisi PFO’su siirglinlerden (kuru
agirhiga gore) 5000 kat saflagtirllmistir ve saflastirmanin ara asamalarinda dort tane
¢cOziinlir ozellikte sar1 fraksiyon bulunmustur. Bunlarin asidik fenolik oksidasyon
tiriinlerine ilaveten temel enzim proteinleri ve niikleik asitler olduklar diisiiniilmiistiir.
Kompleks olusturucu materyallerin ayrilmasindan sonra fraksiyonlar mavi ve
birbirlerine benzer sekilde meydana gelmistir. %0.32 bakir icerigi elde edilmistir.
Pirogallol’iin spesifik aktivitesi 30°C’de, 373 EU/mg olarak belirlenmistir. En iyi
substrat olarak o-dihidroksi fenol bulunmustur. Kuinol ve p-fenilendiamin yavasca
okside olmasina karsin monohidroksi fenoller ve askorbik asit okside olmamigtir. Cay

fermantasyon mekanizmasi ile sonuglar arasindaki iliski tartisilmistir (Gregory et al.

1966).

Mahanta ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada islenmis ¢ay yapraklarinda, renk ve
aromadan sorumlu olan teaflavin maddesinin olusumuna neden olan polifenol oksidaz
ve peroksidaz enzimlerinin spesifik aktiviteleri ¢alisilmistir. Pigmentlerin teaflavin
gruplar1 sivi kromatografisi yardimiyla belirlenmistir. Bu iki enzimin aktiviteleri ise
spektrofotometrik yontemle Ol¢lilmiistiir. Enzimlerin en yiiksek aktivitelerinin cay
islenmesi siiresince kivirma islemi esnasinda goriilmiistiir. Islenmis siyah c¢ayda
enzimatik esmerlesmeye Onciilik eden mekanik zararlanmalardan dolayr enzim

aktivitesinde diisiis ve daha sonra artis oldugu gozlenmistir (Mahanta et al. 1993).

Halder ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada ¢ay yapraklarindan polifenol oksidaz
enzimi ekstrakte edilmis ve daha sonra saflastirilip bazi 6zellikleri belirlenmistir. DEAE
seliiloz kolonu yardimiyla PFO’nun izoezimleri ayirmis ve iki fraksiyon absorbe
edilirken digeri edilememistir. Absorbe edilmeyen fraksiyon jel filtrasyon,
hidroksiapatit, centricon-30, FPLC gibi farkli kromatografik yontemlerle
saflagtirtlmistir. Optimum sartlar belirlenmistir. Yiksek oranda saflastirilmis olan
enzim, katekolii okside ederken, monofenolleri, p-kinolleri okside edemediginden

dolay1 katekol oksidaz olabilecegi diigiiniilmiistiir (Halder et al. 1998).
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Son zamanlarda yapilan bir calismada, ¢ay bitkisinden ekstrakte edilen, polifenol
oksidaz enzimi kismen saflastirilmis ve kinetik Ozellikleri belirlenmistir. Calisilan
substratlardan etkili substrat 4-metil katekol olarak belirlenmistir. Enzimin optimum pH
degeri 6,02 olarak belirlenmis ve optimum sicakliginin 30°C oldugu tespit edilmistir.
Termal inaktivasyon c¢aligmalarinda, sicaklik artisina bagl olarak kD degerleri artarken
yari 6miir ve D degerlerinin azaldigi tespit edilmistir. E; degerinin 58,301 kj.mol™*
(r>=0,9614) oldugu bulunmus, Z degerinin ise 39,68°C (r>=0,9645) oldugu saptanmustir.
Calisilan inhibitorlerden L-sistein’in en diisiik inhibisyon etkisine sahip oldugu

belirlenmistir (Yabac1 2008).

Yapilan bir ¢calismada Erzurum-Ispir yoresinden temin edilen casir bitkisinin yaprak ve
govdesinden polifenol oksidaz enzimi izole edilmis ve bes ayri substrat i¢in optimum
sartlar belirlenmistir. Ky ve Vimax degerleri tespit edilmistir. Casir bitkinden izole edilen
PFO enziminin en etkili substratinin katekol oldugu belirlenmistir. Substrat olarak
katekol kullanilan inhibitér ¢alismalarinda askorbik asit, B-merkapto etanol, sodyum
metabisiilfit, sodyum dietilditiyokarbomat ve L-sistein kloriir kullanilmis Lineweaver-
Burk grafikleri yardimiyla K; sabitleri ve inhibisyon tiirleri bulunmustur. Yaprak icin en
etkili inhibitoriin L-sistein kloriir, govde i¢in sodyum metabistilfit oldugu belirlenmistir

(Erat 1998).

Giilgin ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada 1sirgan otundan PFO enzimi amonyum
siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve CM-Sephadex iyon degisim kromotografisi yardimiyla
saflagtirilmis ve optimum sartlar1 belirlenmistir. Enzimin alt1 farkli substrata karsi
aktivitesi belirlenmis ve en etkili substratin L-tirozin oldugu tespit edilmistir. Optimum
pH degeri 4,5, sicaklik degerleri ise 30°C olarak bulunmustur. Substrat olarak L-tirozin
kullanildiginda Ky Ve Ve degerleri sirasiyla 7.90x10°* mM ve 11290 EU/ml olarak
belirlenmistir. Inhibitdr ¢alismasinda L-sistein, kloriir, sodyum azotiir, sodyum siyaniir,
benzoik asit, salisilik asit, L-askorbik asit, glutatyon, tiyoiire, sodyum dietil
ditiyokarbomat, p-merkaptoetanol ve sodyum metabisiilfit gibi c¢esitli inhibitorler
calisilmis ve sodyum dietil ditiyokarbamat en etkili inhibitér olarak bulunmustur
(Glilgin et al. 2005).



25

Enginar bitkisinin yapragindan ve govdesinden yapilan bu calismada, PFO enzimi
ekstrakte edilmis, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel filitrasyon vasitasiyla
saflagtirtlmistir. 50 mM katekol substrati kullanarak optimum sartlar1 belirlenmistir.
Calisma esnasinda 6 inhibitér c¢alisilmis bitkinin yapragi ve govdesi i¢in en iyi
inhibitdriin sodyum azotiir ve tiyoiire oldugu belirlenmistir (Ziyan and Pekyardime1
2003).

Aydemir ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada yer elmasindan polifenol oksidaz
enzimi izole edilmistir. Enzim katekol ve L-DOPA karsi aktivite gosterirken, bir
monofenol olan L-tirozine karsi aktivite gostermemistir. Enzimin optimum pH degeri
7,0 ve sicaklik degeri ise 25°C olarak bulunmustur. Enzimin nétr pH civarinda kararl
oldugu goriilmiistiir. 60 ve 80°C’deki aktivitenin %50 inaktivasyonu i¢in gerekli olan
zaman sirastyla, 40 ve 20 dakika olarak belirlenmistir. Katekol substrati kullanilarak
belirlenen Ky degeri 5,88 mM, Vmax degeri ise 25,402 EU/mg.dk’dir. inhibisyon
calismasinda ise potasyum siyaniir, B-merkaptoetanol ve tiyoiire’nin en iyi inhibitorler

oldugu goriilmiistiir (Aydemir vd 2003).

Ispir seker fasulyesinden izole edilmis olan polifenol oksidaz enzimi amonyum siilfat
coktiirmesiyle kismi saflastirilmis ve enzimin bazi kimyasal 6zellikleri incelenmistir.
Enzimin 3 farkli substrat i¢in optimum pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddet,
Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir. Katekol substrati kullanilarak yapilan calisma
esnasinda dort farkli inhibitor ile ¢alisilmis ve glutatyonun en etkili inhibitoér oldugu

tespit edilmistir (Yilmaz 2007).

Cagla bademinden izole edilmis olan polifenol oksidaz enzimi amonyum stilfatla
coktlirme, diyaliz, jel filtrasyon kromotografisi yontemleri ile saflagtirilmistir. PFO
enziminin karakterizasyonunda amonyum siilfat ¢oktiirme ve diyaliz iglemlerinden elde
edilen numune kullanilmistir. Optimum pH ve sicaklik degerleri farkli substrat
kullanilarak belirlenmistir. En iyi substrat olan 4-metil katekol i¢in optimum pH degeri
6,5, optimum sicaklik degeri ise 35°C olarak tespit edilmistir. Ky ve Vimax degerleri

bulunmustur. Inhibitér ¢alismalarinda ise en etkili olanlarm sodyum azotiir, benzoik
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asit, sitrik asit, L-askorbik asit ve tiyoiire oldugu bulunmustur. Metallerin enzim
aktivitesi tizerine etkisi incelenmis Fe*, Cu*?, Mn™ Pb*2 metallerinin enzim
aktivitesini artirirken Zn*?, Mg*™, Ba, Ca™, Co™, Sn*?, K*' metallerinin enzim

aktivitesini azalttig1 bulunmustur (Giing6r 2008).

Sakiroglu ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada dereotundan polifenol oksidaz enzimi
izole edilerek cesitli kinetik ozelliklerini incelenmistir. Katekol, klorogenik asit ve
dopamin substratlar1 i¢in Ky ve Vpmax degerleri belirlenmistir. Katekol substrati
kullanilarak yapilan inhibit6r ¢alismalarinda L-sistein kloriir, askorbik asit ve glutatyon
ile calisilmistir. Calisilan inhibitorlerden en etkili inhibisyon etkisinin L-sistein kloriir

oldugu belirlenmistir (Sakiroglu et al. 2008)

Anamur muzundan saflastirilan polifenol oksidaz enziminin karakteristik 6zellikleri
calisilmigtir. Muz PFO’sunun optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 7,0 ve 30°C
olarak belirlenmistir. Termal inaktivasyon sonuglarima gore, enzimin yari Omiir
degerleri 7,3-85,6 dakika arasinda saptanmustir. Enzimin E, degerinin 155 kj.mol™ ve Z
degerinin ise 14,2°C oldugu tespit edilmistir. Enzimin Ky degeri 8,5 mM, Vmax degeri
0,754 OD4;p dk™V’dir. Calisilan inhibitér calismalarinda askorbik asit ve sodyum
metabisiilfitin en etkili inhibitdrler oldugu belirlenmistir (Unal 2007).

Tirkiye’de yetistirilen emir tiziimlerinden PFO enzimi izole edilmis ve optimum sartlari
(pH, optimum sicaklik, termal inaktivasyon, kinetik parametreler) incelenmistir ve bazi
inhibitorlerin  enzim Tlzerindeki etkileri ¢alisilmigtir. Substrat olarak katekol
kullanildiginda, optimum pH 4,2 ve optimum sicaklik 25°C olarak belirlenmistir. Enzim
icin Ky degeri 25,1+£2,72 mmol LY Vinax degeri ise 0.925+0.04 ODy10 dk? bulunmustur.
Inhibitérler calismalarinda ise en etkili inhibitdrlerin sodyum metabisiilfit ve askorbik
asit oldugu bildirilmistir (Unal and Sener 2006).

Sabancilar ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada Denizli narindan PFO enzimi afinite

kromatografisi yontemi ile 67 kat saflastirilmistir. PFO enziminin optimum pH ve
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sicakligr sirastyla 7,5 ve 40°C olarak saptanmistir. Enzim i¢in Ky Ve Vinax degerleri ise

Linewearver-Burk grafigi yardimiyla belirlenmistir (Sabancilar vd 2007).

Ayvadan ekstrakte edilen PFO enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismen
saflagtinnlmistir ve katekol, pirogallol, L-DOPA, p-kresol, resorsinol ve tirozin
substratlariyla ¢alisilmistir. En etkili substrat olarak katekol saptanmistir. Ky degerleri
katekol i¢in 4,54 mM, pirogallol i¢in 7,35 mM ve L-DOPA i¢in 1,78 mM olarak
belirlenmistir. En iyi substrat olan katekol i¢in optimum pH 8,0 ve optimum sicaklik ise
40°C olarak bulunmustur. Calisilan inhibitorler igerisinde askorbik asit, potasyum
siyaniir, L-sistein’in enzim aktivitesi tizerine en etkili inhibitorler oldugu bulunmustur

(Yagar and Sagiroglu 2000).

Arslan ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada duttan izole edilen PFO enzimi amonyum
stilfat ve afinite kromatografisi yardimi ile saflastirilmistir. Katekol, 4-metil katekol ve
pirogallol substratlartyla calisilmistir. Bu ii¢ substrat i¢in yapilan ¢alismalarda optimum
pH ve sicaklik degerlerinin 4,5-8,0 ve 20-45°C arasinda degistigi saptanmistir (Arslan et
al. 2004).

Cukurova bolgesinde yetistirilen domat ¢esidi zeytinden ekstrakte edilen polifenol
oksidaz enzimi kismen saflastirmistir. Enzimin optimum sicaklik, optimum pH, kinetik
parametreler, termal inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi gibi biyokimyasal ozellikleri
tespit edilmistir. Substrat olarak 4-metil katekol kullanilmis ve enzimin Ky Ve Vmax
degerlerinin 14,52 ve 1,73 Abs/dk oldugu saptanmistir. Enzimin optimum pH’s1 4,5,
optimum sicakligi 30°C olarak bulunmustur. E; degeri 121 kj.mol™ (12=0,9496), Z
degeri ise 18,55°C (r*=0,9532) olarak belirlenmistir. Calisilan inhibitorlerden en etkili

olanlarinin sistein ve sodyum disiilfit oldugu tespit edilmistir (Tas 2009).

Kereviz koklerinden 0,1M fosfat tamponu kullanarak pH 7°’de PFO izole edilmistir.
Farkl1 substratlar kullanilarak Ky ve Ve degerleri belirlemistir. Ky degerleri 25°C’de
sirastyla, pirogallol i¢in 4,5, katekol i¢in 83 ve L-DOPA icin 6,2 mM olarak

saptanmigtir. Optimum pH ve sicaklik caligsmalari bu substratlar ile belirlenmistir.
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Pirogallol i¢in optimum pH 7,5, katekol ve L-DOPA i¢in 7,0’dir. Optimum sicakliklar
strastyla 25°C, 40°C ve 45°C olarak saptanmistir. Farkli inhibitérler denenmis ve en

etkili inhibitoriin L-sistein oldugu bulunmustur (Yagar 2004).

Konya-Eregli yoresinden temin edilen beyaz kirazdan izole edilen polifenol oksidaz
enzimi kismen saflastirilmistir. Enzimin optimum sartlart belirlenmis. Saflastirma
isleminden sonra iki farkli aktivite piki elde edilmis ve ilk aktivite goriilen pik izoenzim
A, digeri ise izoenzim B seklinde adlandirilmistir. izoenzim A %48,7 verimle 3,9 kat,
izoenzim B ise %54,3 verimle 76,7 kat saflastirilmistir. Izoenzim A i¢in optimum pH ve
sicaklik degerler sirasiyla 4,5 ve 20°C, izoenzim B i¢in ise 4,98 ve 30°C olarak
saptanmustir. Inhibisyon calismasinda L-sistein ve sodyum disiilfit inhibitor olarak
kullanilmistir. Bu iki inhibitoriin her iki enzim ig¢in inbisyon etkilerinin farklilik
gosterdigi ve B enzimini her iki inhibitériin %100 inhibe ettigi tespit edilmistir

(Gokkaya 2009).

PFO enzimi iki farkli mantardan izole edilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz
ve afinite kromatografisi yardimiyla saflastirilmistir. Saflastirilan enzimler igin SDS-
PAGE de tek bir bant elde edilmistir. Mantar tiirleri i¢in sirasiyla enzimin molekiil
agirh@r 36 kDa ve 50 kDa civarinda gozlenmistir. Katekol, 4-metil katekol ve
pirogallol substratlar1 kullanilarak, PFO enziminin optimum pH ve sicaklik degerleri
belirlenmistir. Lactarius salmonicolor PFO enziminin kullanilan bu substratlar i¢in
optimum pH’lar1 6,0-7,5 arasinda, optimum sicaklilari ise 0-25°C arasinda bulunmasina
ragmen Agaricus bisporus PFO enzimi i¢in optimum pH 7,5-8,0 ve sicaklik ise 20-30°C
arasinda degistigi bulunmustur. LsPFO ve AbPFO enzimlerinin optimum pH ve
sicaklikta bu ii¢ substrat icin Ky ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile
bulunmus ve LsPFO enzimi i¢in en uygun substratin 4-metil katekol, AbPFO enzimi
i¢in ise pirogallol oldugu saptanmistir. Farkli inhibitorler kullanilarak her iki enzim i¢in

calismalar yapilmistir (Dedeoglu 2009).

Polifenol oksidaz enzimi yabani ve yenilebilir olan bir mantardan Sepharose-4B-L-

tirozin-p-aminobenzoikasit afinite jeli kullanilarak saflagtirillmis ve karakterize
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edilmistir. Saf enzim eliatinda PFO’m varligi, dogal ve SDS-poliakrilamid jel
elektroforezlerinde tek bir bant olarak bulunmustur. Optimum sartlar katekol substrati
kullanilarak belirlenmis ve enzimin optimum pH’s1 7,0, sicakhigi 20°C olarak
saptanmustir. Katekol substrati kullanilarak yapilan kinetik ¢alismalar sonucunda, Ky ve
Vmax degerleri sirastyla 1 mM ve 25000 EU/mg protein olarak belirlenmistir. Inhibisyon
caligmalarinda ise askorbik asit, sodyum metabisiilfit, sodyum azotiir ve benzoik asitin

enzimi inhibe ettigi gdzlenmistir (Oz 2010).

Melisa bitkisinden polifenol oksidaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
yontemler ile kismi olarak saflastirilmistir. Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
substratlart  kullanilarak, PFO enziminin optimum pH ve sicaklik degerleri
belirlenmistir. Bu substratlar i¢in sirasiyla optimum pH, 6,5, 4,0 ve 8,5’dir. Optimum
sicaklik ise sirasiyla 40°C, 50°C ve 60°C’dir. Vmax/Km en iyi substratin pirogallol
oldugu tespit edilmistir. Inhibitér galismalarinda ise etkili inhibitér glutatyon olarak

bulunmustur (Dogan et al. 2013).

Yeni bir ke¢iboynuzu meyve ¢esidinden polifenol oksidaz ve peroksidaz enzimleri izole
edilmis ve karakterizasyon caligsmalari yapilmigtir. Polifenol oksidaz enzimi igin
optimum pH degeri 4,5, optimum sicaklik degeri ise 30°C olarak tespit edilmistir.
Peroksidaz enzimi i¢in ise optimum pH degeri 5,0, optimum sicaklik degeri ise 35°C
olarak bulunmustur. Katekol substrati kullanilarak yapilan kinetik ¢alismalarda Ky
degeri PFO enzimi igin, 47,11 mmolL™, guaiakol substrati varhiginda ise peroksidaz
enzimi i¢in Ky degeri 153,00 mmolL? olarak bulunmustur. Calisilan inhibitorlerden her
iki enzim i¢in 4-heksilresorsinol (4-HR), oksalik asit ve L-sistein gii¢lii inhibisyon etkisi
gosterilmistir (Zhang and Shao 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalari, rediikte glutatyon (GSH), sodyum bikarbonat ve
etilendiamintetraasetikasit (EDTA), katekol, 4-metil katekol, sivi azot, CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B, akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid,
trihidroksimetilaminometan (Tris), amonyum persiilfat, etanol, gliserol, glutaraldehit ve
diger kimyasal maddeler Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit, amonyum
stilfat, sodyum Kkloriir, sodyum asetat, hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, sodyum
azotiir, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat, askorbik asit, polietilenglikol (PEG),
metanol, asetik asit, sodyum asetat, izopropanol, sodyum dodesil siilfat (SDS) E.Merck
AG’den temin edildi.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Laboratuvar ¢alismalarimizda asagidaki alet ve cihazlardan yararlanildi.

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Thermo Scientific Orion Star A211
Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karistirici (Shaker) . IKA KS 130 basic

Karigtirict (Vorteks) : Fisons whirli-mixer

Hassas terazi : Denver Instrument

Otomatik pipet : Eppendorf
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Afinite kolonu : Kapal1 sistem olusturucu (1x10), Sigma (ABD)
Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20

Ultraturaks : Heidolph SilientCrusher M

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari : Siemens

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar) : Sanyo Medical Freezer

Derin dondurucu (-85°C’ye kadar) : Sanyo Ultra Lo

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢alismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis sekilleri asagidaki gibidir.

Homojenat hazirlamada kullanilan c¢ozelti

%0,5 PEG, 10 mM askorbik asit, Triton X-100 deterjani, 0,1 M asetat tamponu

(pH:6,0): 0,82 g NaCH3COO, 0,5 g polietilenglikol (PEG), 0,176 g askorbik asit ve 1

mL Triton X-100 igeren karisim 80 mL saf suda ¢oziildii. pH’s1 6’a ayarlandi ve

¢ozeltinin son hacimi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Diyaliz yapilirken kullanilan ¢ozelti

5 mM KH,PO, Tamponu (pH:6,3): 0,68 g KH,PO, alinarak 950 mL saf suda ¢oziildii ve
igcerisine 100 pL gliserol eklendi. 1 M HCI ile pH 6,3’e getirildi ve saf su ile toplam

hacim 1000 mL’ye tamamlanda.
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Aktivite olciimiinde kullanilan ¢ozelti

0,05 M Tris-HCI Tamponu (pH:9): 0,6 gr Tris alinarak 80 mL saf suda ¢oziildi. 1 M
HCI ile pH 9,0’a gelinceye kadar titre edildi ve saf su ile toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

Substrat Cozeltileri

1. 100 mM Katekol: 0,55 g katekol bir miktar saf suda ¢oziiliip toplam hacim 50 mL’ye
tamamlandi.
2. 100 mM 4-metil katekol: 0,62 g 4-metil katekol bir miktar saf suda ¢oziiliip toplam

hacim 50 mL’ye tamamlandi.

Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M NaHCOj3 Tamponu (pH:10,0): 8,401 gr NaHCO3 950 mL saf suda ¢o6ziilerek, 1
M NaOH ile pH’s1 10,0’a gelinceye kadar titre edildi ve toplam hacim saf su ile 1 L’ye
tamamlandi.

2. 0,2 M NaHCO3; Tamponu (pH:8,8): 8,401 gr NaHCOj3 450 mL saf suda ¢oziilerek, 1
M NaOH ile pH’s1 8,8’e gelinceye kadar titre edildi ve toplam hacim saf su ile 500
mL’ye tamamlandi.

3. 0,01 M Na;HPO,4 Tamponu (pH:6,0): 1,42 gr Na;HPO,4 950 mL saf suda ¢oziilerek, 1
M NaOH ile pH’s1 6,0’a gelinceye kadar titre edidi ve toplam hacim saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.

Afinite kolonunun dengelenmesi ve yitkanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti

0,05 M Fosfat Tamponu (pH:6,0): 6,8 gr KH,PO,4 alinarak 950 mL saf suda ¢oziildii. 1
M NaOH ile pH’s1 6,0’a gelinceye kadar titre edildi ve toplam hacim saf su ile 1L’ye

tamamlandi.
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Afinite kolonunda jele baglanmis PFO enziminin eliisyonu icin kullamilan ¢ozelti

0,05 M Fosfat Tamponu iginde 1 M NaCl (pH:8,0): 1,70 g KH,PO, ve 14,61 g NaCl
alinarak 200 mL saf suda ¢6ziildii. 1 M HCl ile pH’s1 8,0’a gelinceye kadar titre edildi

ve toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler

1. IM Tris-HCI (pH:8,8): 12,114 g Tris tartilarak 80 mL suda ¢oziildii, pH ayari
yapildiktan sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI (pH:6,8): 12,114 g Tris tartilarak 80 mL suda ¢oziildii, pH ayari
yapildiktan sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g su karistirilarak ¢ozildii.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile 10
mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti kullanilacagi zaman taze hazirlandi ve hemen kullanildi.
5. %10’luk SDS: 1 g SDS 9 g suda ¢oziilerek elde edildi.

6. Yiriitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,2 g glisin tartilarak 450 mL suda ¢oziildii
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH: 8,3’e ayarlandi ve toplam hacim 500 mL’ye
tamamlandi.

7. Numune tamponu: 0,65 mL 1 M Tris-HCI (pH:6,8), 3 ml, %10’luk SDS’den ve 1 mL
%100’1iik gliserin, 1 mL %0,1’lik bromtimol mavisi karistirilarak son hacim saf su ile
10 mI’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pL numune

tamponunda 50 pL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

Giimiis boyamada kullanmilan c¢ozeltiler

1. Tespit Cozeltisi: 60 mL saf su, 30 ml %96’lik etanol, 10 mL asetik asit

karistirilmasiyla elde edildi.
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2. Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g sodyum asetat, 80 mL saf su ve 45 mL etanol karigiminin
pH’s1 asetik asitle 6,0’a ayarlandi. 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 mL glutaraldehit
ilave edilerek son hacim saf suyla 150 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 100 mg AgNOs3 (Gilimiis nitrat), 100 mL saf suda ¢6ziiliip tlizerine
30 uL formaldehit eklenmesiyle hazirlandi.

4. Yikama cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf suda ¢oziiliip tizerine 120
uL formaldehit eklenmesiyle hazirlandi.

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 1 mL gliserin, 1,25 mL asetik asit (%5°lik 250 mL asetik asit

¢ozeltisi) saf suyla 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

inhibisyon ¢alismasi icin kullanilan stok inhibitor cozeltileri

Enzim inhinbisyonu g¢alismalarinda kullanilan g¢ozeltiler (Cizelge 3.1) de gosterildigi
miktar ve konsantrasyonlarnda hazirlandi. Ihtiyag¢ duyulan seyreltmeler saf su ile

yapild.

Cizelge 3.1. Inhibisyon calismalarinda kullanilan inhibitdr ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Inhibitér Miktar (g) | Mol sayis1 | Stok ¢dzelti | Inhibitdriin |Cdzeltinin
(mol) konsantrasyonu | ¢oziindiigii | hacmi

(mM) ortam (mL)
Sodyum siilfit | 0,00126 1.10° 1.10° Su 10
Ditiyoeritritol | 0,0077 1.10° 1.10° Su 10
Sodyum 0,0019 1.10° 1.10° Su 10
metabisulfit
Glutatyon 0,00007 1.10° 1.10° Su 10

Askorbik asit | 0,0035 1.107 1.10° Su 10
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Bradford yontemiyle protein tayini i¢cin kullanilan ¢ozeltiler

1. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
cozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde ¢dziilerek
igerisine %95°1lik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi su ile 1 L’ye
tamamlandi.

2. %0,04’1iik bromtimol mavisi ¢dzeltisi: 0,1 M bromtimol mavisi 16 mL 0,01 M NaOH

igerisinde ¢oziildli ve toplam hacim 250 mL olacak sekilde tamamlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip
fenilalanin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinin 280 nm’deki UV isinlarini
absorblamalar1 esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Kromatografi islemleri sonunda
esit hacimde toplanan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Kuvartz

kiivetler kullanilarak spektrofotometrede absorbanslar1 280 nm’de kore kars1 okundu.

3.2.1.b. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 Bradford (1976) metoduna gore belirlendi. Bradford yonteminde boya olarak
negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250 kullanilir. Kullanilan boya
cozeltisi fosforik asitle hazirlanir ve asidik ortamda pozitif yiiklenen protein ile negatif
yiiklii boya kompleks olusturur. Olusan kompleksin renk siddeti 595 nm’de olg¢iiliir. Bu
yontemin bozucu faktorleri oldukca azdir. Hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Reaksiyon

yiiksek oranda tekrarlanabilir, hizli cereyan eder ve iki dakikada tamamlanir. Tayin
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islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL
konuldu. Saf su ile biitiin tliplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlanarak ve 4,9 mL Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteks yardimiyla karistirildi. 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri
okundu. Kor olarak, 0,1 mL enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 4,9
mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullunildi. Elde edilen
sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Saflastirmanin her asamasinda ortamdaki protein miktarini belirlemek
icin enzim numuneleri 3 ayr tiipe 100’er pL alinarak iizerlerine sirasiyla 4,9’ar mL
renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karigtirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona
birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem sonunda 3 ayn
Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi

(Bradford 1976) (Sekil 4.1).

3.2.2. Polifenol oksidaz enzim aktivitesi tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik yontemle tayin edildi ve
aktivite olgtimleri 420 nm dalga boyunda gergeklestirildi (Ponting and Joyslyn 1948).
Aktivite dl¢limii i¢in (Cizelge 3.2) de gosterildigi gibi 10 uLL enzim, 2,990 mL tampon +
substrat ¢ozeltileri kullanildi. Aktivite tamponu olarak enzimin optimum pH’sma ve
optimum iyonik siddetine en uygun pH ve konsantrasyonda Tris-HCI tamponu
kullanildi. 100 mM substrat konsantrasyonunda calisildi. Bir dakika boyunca 15
saniyelik araliklarla absorbanstaki degisim kaydedildi. Kor olarak enzim disindaki
biitiin ¢ozeltiler kullanildi ve enzim ¢ozeltisi yerine enzimin iginde bulundugu
tampondan enzim c¢ozeltisinin hacmi kadar alindi. Enzim digindaki biitiin ¢ozeltiler
kiivette birlestirildikten sonra enzimin ilave edildigi anda hemen siire 6lcer ¢alistirildi.
Kiivet alt iist edilerek enzimin iyice karigsmasi saglandi ve spektrofotometreye
yerlestirildi. Her 15 saniyede absorbans artisi kaydedildi. 1 Enzim Unitesi (EU)
reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakikada meydana gelen 0,001°lik artis olarak
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tanimlandi. Aktivite birimi olarak ‘‘1 ml enzim ¢ozeltisi basina 1 dakikada absorbansta

meydana gelen 0,001 birimlik degisme*‘ kullanildi.

Cizelge 3.2. Cay yapraklarindan PFO enziminin aktivite 6l¢tim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivite Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
¢Ozeltisi
Tris-HCI tamponu | 2400 uL 0,05 M 2390 uL 0,056 M
Katekol 600 pL 0,1 M 600 pL 0,1 M
Enzim numunesi — — 10 uL —

3.2.3. Cay yapraklarindan polifenol oksidaz enziminin izolasyonu ve saflastirma

calismalar

3.2.3.a. Cay yapraklarimin temini ve ham ekstrakt hazirlanmasi

Calismalarimizda kullanilan ¢ay bitkisi Rize yoresinden temin edildi. Cay bitkisinin
yaprak kisimlar1 5, 10 ve 15 g gibi kiiglik kisimlar halinde aliiminyum folyalara
sarilarak paketlendi. Caligmamizda kullanilincaya kadar -20°C’de freezer’de muhafaza
edildi. Ham ekstrakt hazirlamak amaciyla ekstraksiyon tamponu kullanildi. Gerek
numunenin az miktartyla ¢alisilmas1 yoniinden gerekse hiicre pargalamadaki etkinligi
yoniinden sivi azotla ekstraksiyon yontemi daha verimli bir yontem oldugu ig¢in
kullanildi. 10 g ¢ay 6rnegi porsolen havana konuldu ve {izerine siv1 azot ilave edilerek
un haline gelinceye kadar ezildi. Sonra {izerine 10 mL ekstraksiyon tamponu (0,1 M
asetat, 10 mM askorbik asit, %0,5 PEG ve pH:6,0) ilave edildi ve homojenizator
vasitasiyla yaklagik iki dakika homojenize edildi. Elde edilen homojenat ¢ift kath

tillbentten siiziildii. Stiziinti 13500 rpm’de ,+4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Daha



38

sonra karigim siizge¢ kagidiyla tekrar siizlildii ve boylece kat1 parcaciklarin protein
cozeltisinden uzaklagtirilmasi saglandi. Siipernatant kismi1 daha sonraki ¢aligmalarda

ham ekstrakt olarak kullanilmak iizere alinarak sogukta saklandi.

3.2.3.b. Diyaliz

Ham ekstrakt olarak elde edilen enzim c¢ozeltisi diyaliz torbasina konuldu. Enzimin
iginde bulundugu tampona (5 mM fosfat tamponu, pH:6,3) ile bir saat diyaliz yapildi.
Diyaliz islemleri 4°C’de gerceklestirildi.

3.2.4. PFO enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

Afinite kromatografisi PFO enziminin saflagtirilmasi i¢in uygulanan metodlardan
birisidir. Bu kromatografi bir g¢esit adsorbsiyon kromatografisi olup, saflastiriimasi
istenen molekiiliin, “matriks’> adi verilen bir kolon maddesine kovalent olarak
immobilize edilmis bir liganda spesifik ve tersinir baglandigi bir tekniktir. Diger
yontemlerle ¢ok basamakli islemler gerektiren bir¢ok ayrim, bu yontemle ¢ok defa bir
tek basamakta gerceklesir. Bu yontem ile cok zor, yorucu ve bazi hallerde imkansiz olan
bir ¢cok ayirma islemleri kisa zamanda gergeklesmekte ve yiiksek bir verimle binlerce

defa saflagtirilmis bilesikler elde edilmektedir (Cuatracasas 1970).

3.2.4.a. Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli, Arslan ve ¢alisma ekibinin (2004) sentezledigi yonteme gore sentezlendi.
Bu yontemde CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi, uzanti kolunu
olusturmak iizere tirozinle kovalent olarak modifiye edildi. Ligand olarak polifenol
oksidaz (PFO) enziminin spesifik inhibitérii olan ve afinite jelinin yapisina girerek
enzimin yiiksek oranda saflastirilmasini saglayan p-aminobenzoik asit segildi. Bu
sekilde elde edilen jel, afinite kromatografisi ile ¢ay bitkisi yapraklarindan PFO’nun

saflagtirllmasinda kolon dolgu maddesi olarak kullanildi.
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3.2.4.b. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 mL soguk 0,1 M NaHCO3; tamponu
(pH:10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin
cozerek soguk ortamda behere ilave edildi. Elde edilen siispansiyon, 4°C’de 2 saat
siireyle manyetik karistiricida karigtirildi. Daha sonra 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu
stirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile
yikandi. Béylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirildi. Yikama, 100 mL,
0,2 M NaHCOj3; tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel, 40 mL’lik aym

tampona aktarildu.

3.2.4.c. L-Tirozinle modifiye edilen Sepharose-4B’ye p-aminobenzoik asidin

baglanmasi

Buz banyosunda sogutulan 5 mL saf su igerisinde ¢oziilen 75 mg NaNO,, 10 mL 1 M
soguk HCI igerisinde ¢oziilen 25 mg p-aminobenzoik asit ¢ozeltisi lizerine damla damla
ilave edildi. Buz banyosunda 10 dakika bekletilen reaksiyon sonunda, diazolanmig
halde bulunan p-aminobenzoik asit, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna
ilave edildi. 4 M NaOH ile pH:9,5’¢ ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda
karistirildi. Daha sonra buchner hunisine yerlestirilen mavi bant lizerine alinarak, 6nce 1
L saf su ile ve ardindan 200 mL 0,01 M pH’s1 6,0 olan Na;HPO,4 tamponuyla yikandi ve
ayni tamponda muhafaza edildi (Arslan et al. 2004).

Sepharose-4B’nin CNBr ile aktiflestirilmesi, L-tirozin ile modifiye edilmesi ve p-

aminobenzoik asitin baglanmasi ile ilgili reaksiyonlar Sekil 3.1°de verilmistir.
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3.2.4.d. Enzim cozeltisinin afinite kolonuna tatbiki ve enzimin eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1x10 cm boyutlarindaki bir kolona paketlenerek 0,05 M fosfat

tamponu (pH:6,0) ile dengeleme islemi gergeklestirildi. Diyaliz sonrasi elde edilen

homojenat kolona tatbik edildi ve yine 0,05 M fosfat tamponu (pH:6,0) ile yikandi.

Boylece polifenol oksidazin biiyiik kismi afinite jeline tutunmus ve diger safsizliklar

uzaklagsmis oldu. Daha sonra 0,1 M (pH:8,5) Tris-HCI tamponu ile enzim eliisyonu

yapildi ve 2’er mL halinde eliiatlar toplandi. Toplanan tiiplerde 280 nm’de kalitatif

protein tayini ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi.
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3.2.5. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safliginin kontrolii

Enzimin saflastirilma islemi yapildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli yontemine gore yapilarak
enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli 1970). Elektroforez plakalar1 6nce su ile
sonra alkol ile iyice temizlendi. Her iki kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir
plaka tist lste getirilerek kiskaglarla tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde
sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama aparatina yerlestirildi. Oncelikle
ayirma jeli hazirlandi ve enjektorle plakalarin arasina iist kesimde 5 cm kalincaya kadar
dolduruldu. Jelin donmasi beklendi ve jelin katilastigindan emin olunduktan sonra
yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki bosluga tatbik edildi ve numune
kuyucuklarmin olusmasi i¢in tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma jelinin katilasmasi
beklenirken 1slatilmis slizgee kagidi sistemin {izerine kapatildi ve kurumasi onlendi.
Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyular1 belirlendi.
Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez
tankina yerlestirildi. Elektroforez tankiin alt ve st kismina yiirlitme tamponu
dolduruldu. Enzim o6rnekleri yaklasik 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam
hacim 50 pL olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Ug dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist
taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve érnek ayirma
jeline kadar gelip y1gildi. Sonra gerilim 120 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt
sinirina gelmesine kadar yiirtitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna
katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiriitme islemi bittikten sonra akim
kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu.
Jel sabitlestirme cozeltisinde 30 dakika bekletildikten sonra rediiksiyon ¢dzeltisine
alindi1 ve 30 dakika boyunca bu ¢ozeltide bekletildi. Jel daha sonra boyama islemi
yapilmak {izere glimiis nitrat ¢ozeltisi igerisine konuldu. 20 dakika siiren bu islem
sonrasinda jel cikarilarak yikama 1 ve yikama 2 ¢ozeltilerine konuldu. Protein
bantlariin belirginlesmesine kadar calkalayicida yikanan jel alinarak fotograf ¢ekimi

yapild1 (Sekil 4.3).
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Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 mL 1 M Tris-HCI (pH:8), 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 mL %0,1’lik SDS, 0,13 mL %5’lik TEMED (N,N, N’,N’-
Tetrametil etilendiamin) ve 3,13 mL saf su karistirildi. Bu karigimin iizerine en son

olarak 0,2 mL %10’luk amonyum persiilfat, (NH4), S;0g (PER) eklendi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 mL 1 M Tris-HC1 (pH:6,8), 0,4 mL %30’luk
akrilamid- %0,8 bisakrilamid, 0,03 mL %10’luk SDS, 0,03 mL %5’lik TEMED ve 2,45
mL saf su karistirildi. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,1 mL ilave edildi.

3.3. Cay Yapraklarindan Saflastirllan PFO Enzimiyle Ilgili Karakterizasyon

Calismalan

Enzimin karakterizasyon ¢alismalarini belirlemek amaciyla kismi olarak saflastirilan
PFO enzimi kullanildi. Biitiin kinetik ¢aligsmalarda ti¢ tekrar yapilmistir. PFO enziminin
kinetik ¢alismalar1 sirasinda iki farkli substrat kullanilarak, optimum pH, optimum
sicaklik ve optimum iyonik siddetler belirlendi. Daha sonra her iki substrat i¢in Ky ve
Vmax degerleri belirlendi. Bes farkli inhibitér kullanilarak katekol substratiyla her bir

inhibitdr i¢in ICsq degeri, inhibisyon tiirii ve K; sabitleri belirlendi.

3.3.1. Optimum pH’mn belirlenmesi

Optimum pH caligsmasi; katekol ve 4-metil katekol substratlari i¢in yapildi. Cay yapragi
PFO enziminin optimum pH’sin1 saptamak i¢in pH’s1 4,0, 4,5, 5,0 ve 5,5 olan 0,05 M
Asetat tamponlari, pH’s1 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 olan 0,05 M olan fosfat tamponlari, pH’s1
8,0, 8,5, 9,0 9,5 olan 0,05 M Tris-HCI tamponlar1 ve pH'st 10 olan 0,05 M glisin
tamponu hazirlandi. Her bir tampon ile enzim aktivite dlgiimleri yapildi (Cizelge 4.2,
Sekil 4.4-4.5).
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3.3.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesi

Iyonik siddet etkisi calismasi; katekol ve 4-metil katekol substratlar i¢in 0,01 M, 0,05
M, 0,1 M, 02M,04M,0,5M,0,6M,08M, 1M tris tamponlariyla c¢alisildi. Bu
esnada her substratin kendi optimum pH’sinda calisildi. Her bir ¢ozelti i¢in aktivite

Ol¢timii yapildi (Cizelge 4.3, Sekil 4.6-4.7).

3.3.3. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Katekol ve 4-metil katekol substratlari igin optimum sicaklik caligmasi yapildi. Cay
yapragi PFO enziminin optimum sicaklik degerini belirlemek i¢in elektronik 1sitmali
sogutmali su banyosu kullanildi. Optimum sicaklik belirlenirken optimum pH ve
optimum iyonik siddete sahip ¢ozeltiler hazirlandi. Aktivite 6l¢iimii igin gerekli olan
tampon ve substrat ¢ozeltisi kiivet icerisinde istenilen sicakliga ayarlanmis olan su
banyosunda belli bir zaman tutuldu. Cikarildiginda enzim pipetlenerek hemen okuma
yapildi ve su banyosuna tekrar konuldu. 0°C ile 80°C arasinda ve her 10°C’de bir bu
sekilde aktivite dl¢timleri yapildi (Cizelge 4.4, Sekil 4.8-4.9).

3.3.4. Stabil pH’nin belirlenmesi

Cay yapragit PFO enziminin stabil oldugu pH’y1 belirlemek i¢in 0,05 M’lik pH’s1 4,0,
4,5,5,0, 5,5 ve 6,0 olan 0,05 M asetat tamponu, pH’s1 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 ve 7,5 olan
0,05 M olan fosfat tamponu ve pH’s1 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan 0,05 M Tris-HCI
tamponu hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 500 pL alinarak iizerine yine 500 pL
amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz sonras1 elde edilen enzim ¢ozeltisi ilave edilerek
ependorf tiiplerine konulup ilk okuma yapildiktan sonra +4°C’de korunarak her 24
saatte bir 5 giin okuma yapildi. Aktivite 6l¢iimlerinde optimum pH ve iyonik siddete
sahip tamponlar kullanildi. Inkiibasyon siiresine karsilik aktivite degerleri grafikler

halinde gosterildi (Cizelge 4.5-4.6-4.7, Sekil 4.10-4.11-4.12).
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3.3.5. Farkh substratlar icin optimal sartlarda Ky, ve V.« degerlerinin bulunmasi

Cay yapragi PFO enzimi substratlar1 igin Ky Ve Ve degerlerinin tespit etmek igin
katekol ve 4-metil katekol i¢in optimum sartlarda 1,0 mM, 2,0 mM, 5,0 mM, 7,5mM,
10,0 mM, 12,5 mM, 15,0 mM, 17,5 mM ve 20 mM substrat konsantrasyonlarinda enzim
aktivite Olglimleri yapildi. 420 nm’de Olglilen bu degerler reaksiyon hizi olarak
(uwmol/dk) alindi. Daha sonra 1/V ve 1/[S] degerleri bulunurak Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerin dogru denklemleri yardimiyla Ky ve Vmax degerleri
hesaplandi. Tiim aktivite Olclimleri optimal sartlarda gerceklestirildi. Elde edilen
grafikler Cizelge 4.8, Sekil 4.13-4.14’de gosterilmektedir.

3.3.6. Farkh inhibitorler icin Kj sabitlerinin ve 1C 5o degerlerinin bulunmasi

Bu ¢alismada inhibitor olarak; sodyum metabisiilfit (Na,S;05), sodyum siilfit (Na,SO3),
glutatyon (y-glutamil-L-sisteinil-glisin), L-askorbik asit (CgHgOg), ditiyoeritritol
(C4H1002S;) kullanildi. Kullanilan inhibit6rlerin inhibisyon etkisini bulmak amaciyla;
farkli inhibisyon konsantrasyonlari denenerek inhibisyonun hangi araliklarda etkili
oldugu 6n bir galismayla bulundu. Bunun igin en uygun substrat konsantrasyonu olan
100 mM katekol kullanildi. Sabit substrat konsantrasyonunda, en az bes olmak {iizere
farkli inhibitor konsantrasyonlarinda aktiviteler belirlendi. FElde edilen degerler
yardimiyla %aktivite-[I]grafikleri ¢izildi. ICsy degerlerinin hesaplanmasinda sabit
substrat konsantrasyonunda degisen inhibitor konsatrasyonuna gore %aktivite
degisimini ifade eden %aktivite-[1] grafiginden faydalanildi. Bu grafigin denkleminden
yararlanilarak ICsy degerleri hesaplandi (Cizelge 4.9, Sekil 4.15-4.19).

Bu maddelerin K; degerlerini belirlemek amaciyla 6nce farkli inhibitorler igin
inhibitdrsiliz ortamda optimum sartlarda bes farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra diyaliz sonrasi kismi olarak saflastirilmis olan enzim
aktivitesini yariya diigiiren kimyasal bilesik konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve
istiinde 1ki sabit inhibitdr konsantrasyonlarinda uygun en az bes substrat

konsantrasyonu ile aktivite Olclimleri yapildi. Calismalarda uygun 5 farkli substrat
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konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle
her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Cizelge 4.10, Sekil 4.20-4.24).

Bu grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K; degerleri tespit edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Polifenol Oksidaz Enzimi Tle Tlgili Yapilan Arastirma Bulgulari

4.1.1. Kantitatif protein tayini icin kullanilan standart grafik

Saflastirma islemleri sirasinda biitiin basamaklar i¢in kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle yapildi. Bu amagla 3.2.1.b’de anlatildig1 gibi 6nce standart grafik hazirlandi.
Homojenat ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein
tayini Bradford yontemiyle yapildiktan sonra Sekil 4.1°deki standart grafikten

faydalanilarak protein miktarlar1 hesaplandi.
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0,4 y = 0,0066x

R*=0,9918
0,3

Absorbans (595 nm)

0,2

0,1

0 20 40 60 80 100

Protein miktari pg

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik



4.2. Cay Yaprag PFO Enziminin Saflagtirmasi ile Tlgili Sonuclar

4.2.1. Afinite kromatografisi sonuclari

47

Cay yaprag1 homojenat1 hazirlanarak dogrudan afinite kolonuna tatbik edildi. Onceden

hazirlanmig olan eliisyon tamponu ile enzim kolondan eliie edildi. Elde edilen

eliiatlardaki aktivite degerleri sekil 4.2°de gosterildi.

Cay yapragr homojenati, afinite kromatografisi sonrasi elde edilen saf enzim igin

aktivite, protein, toplam aktivite, toplam protein, spesifik aktivite, yiizde verim ve

saflastirma katsayis1 gibi 6nemli baz1 degerler hesaplanarak Cizelge 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.2. Cay yapragi PFO enziminin afinite kolonundan eliisyon grafigi

Cizelge 4.1. Cay yaprag: afinite kromatografisi sonrasi saflastirma sonuglari

Toplam Toplam Toplam Spesifik
- . Aktivite L Protein - Aktivite . |Saflastirma
Numune Tiirii | Hacim (El") /mL) Aktlylte (mg/mL) Protein (EU 'm %Verim Katsavisi
(mL) (ED) ma) | Corory '
Homojenat 15 8000 120000 0,3894 5,841 20544 100 1,00
Afinite | 1600 3200 | 0,00394 | 0,00788 | 406091 2,67 19,77
Kromatografsi
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4.3. SDS-poliakrilamid Jel Elektroforezi ile PFO Enzim Safligimin Kontrolii

Cay yapraklarindan PFO enziminin afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi sonucu
enziminin safligini kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yo6ntemi kullanildi. Bu amagla boliim
3.2.5’de izah edilen elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri ve standart
proteinler sirayla kuyulara uygulandi ve yiritildd. Elde edilen bantlari gosteren
fotograf Sekil 4.3’de verildi.

120 kDa
85 kDa

50 kDa
35kDa |

25 kDa
20 kDa

Sekil 4.3. Cay yapragi PFO enzimi SDS-PAGE fotografi

*1: Standart proteinler 2 ve 3: Saf enzim eliiatlari

4.4. Cay Yapragi PFO Enzimiyle Ilgili Yapilan Karekterizasyon Calismalar

Sonuclan

4.4.1. Optimum pH’nin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aliymalarin sonuglari

Cay yapraklarindan saflastiritlan PFO enziminin optimum pH’sini tespit etmek igin
bolim 3.3.1°de belirtildigi gibi iki ayr1 substrat icin pH degeri 4-5,5 arasinda degisen
0,05 M’lik asetat tamponu, pH degeri 6-7,5 arasinda degisen 0,05 M’lik fosfat tamponu,
pH degeri 8-9,5 arasinda degisen 0,05 M’lik Tris-HCI ile pH degeri 10 olan 0,05 M’lik

glisin tamponlarindan olusan ¢dozeltiler kullanildi. Enzimin her bir tampondaki
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absorbans degerleri spektrofotometrik olarak Olgiilerek enzim aktiviteleri hesaplandi.
Cay bitkisi PFO enziminin optimum pH degeri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5 ile 4,6’da
gosterildigi gibi 4-metil katekol substrat1 i¢in Tris/HCI tamponunda pH 8,5, katekol
substrat1 i¢in ise pH 9,0 olarak belirlendi.

Cizelge 4.2. Cay yapragr PFO enzimi i¢in iki farkli substrat i¢in farkli pH’larda elde
edilen aktivite degerleri

pH

4,0| 45 [5,0]55 6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0

Substrat

Katekol 00 j0j0O] O 33,33 |144,44(222,22| 833,33 |1000,00 | 1722,22 | 1500,00 255,56

4-metil 0| 0 |0]|0]2222]| 144,44 |155,56|588,89|1300,00 | 1666,67 | 1444,44 | 1222,22 |555,56
katekol

2000

=
(€]
o
o

1000

Aktivite (EU/mL)

500

Sekil 4.4. Cay yapragt PFO enzimi i¢in, 100 mM katekol substratiyla elde edilen
aktivite-pH grafigi
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Sekil 4.5. Cay yapragi PFO enzimi i¢in, 100 mM 4-metil katekol substratiyla elde
edilen aktivite-pH grafigi

4.4.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesine ait calisma sonugclari

Cay yapragi PFO enziminin aktivite 6l¢iimiinde en uygun iyonik siddetin belirlenmesi
icin boliim 3.3.2°de bahsedildigi gibi degisik konsantrasyonlarda Tris-HCI tamponu
hazirlandi. Calisilan  substratlarin - optimum pH’larinda ve 100 mM  substrat
konsantrasyonu kullanilarak enzimin gosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak Olgiildiikten sonra her bir tampondaki enzim aktiviteleri hesaplandi. Sonuglar

Cizelge 4.3’de ve Sekil 4.6 ile 4.7°de gosterildigi gibi her iki substrat icinde 0,05 M
olarak belirlendi.
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Cizelge 4.3. Cay vyapragt PFO enziminin i¢in, iki farkli substrat i¢in farkh
konsantrasyonlarda elde edilen aktivite degerleri

Tris/HCI Katekol 4-metil katekol
Tamponu
Konsantrasyonu . .
(M) Aktivite (EU/mL) Aktivite (EU/mL)
0,01 1733,33 1866,67
0,05 1988,89 2055,55
0,1 1877,78 2000,00
0,2 1800,00 1911,11
0,4 1644,44 1744,44
0,5 1577,78 1611,11
0,6 1522,22 1455,56
0,8 1300,00 1366,67
1,0 1211,11 1277,78
2500 -
2000 -
E 1500 -
=
=
3 1000 -
=
= 500 -
0 T T T T T T T T T 1
o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
iyonik siddet (M)

Sekil 4.6. Cay yapragi PFO enzimi i¢in, 100 mM 4-metil katekol substratiyla elde
edilen aktivite-konsantrasyon grafigi
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Sekil 4.7. Cay yapragi PFO enzimi i¢in, 100 mM 4-metil katekol substratiyla elde
edilen aktivite-konsantrasyon grafigi

4.4.3. Optimum sicakhigin belirlenmesi icin yapilan calisma sonuglari

Farkli substratlarin optimum sicakligini tespit etmek amaciyla; substratlarin optimum
pH’larinda, 0°C’de ile 80°C arasinda sicakliklarda boliim 3.3.3.’de anlatildg1 gibi her
10°C*de enzimin gosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik olarak O6lgiildiikten
sonra enzim aktiviteleri hesaplandi. PFO enziminin optimum sicaklik degeri Cizelge 4.4

ve Sekil 4.8 ve 4.9°da gosterildigi gibi her iki substrat i¢in 10°C olarak belirlendi.

Cizelge 4.4 Cay yapragi PFO enziminin optimum sicakligin belirlenmesi i¢in yapilan
aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicaklik Katekol 4-metil katekol

(°C) Aktivite (EU/mL) Aktivite (EU/mL)
0 922,22 1255,56

10 1556,56 1611,11

20 1333,33 144444

30 1022,22 1377,78

40 766,66 1333,33

50 666,67 114444

60 600,00 1000,00

70 444 44 844,44

80 311,11 611,11
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Sekil 4.8. Cay yapragi PFO enzimi i¢in, 100 mM katekol substratiyla elde edilen
aktivite-sicaklik grafigi
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Sekil 4.9. Cay yapragi PFO enzimi i¢in, 100 mM 4-metil katekol substratiyla elde
edilen aktivite-sicaklik grafigi

4.4.4. Stabil pH’nin belirlenmesi icin yapilan ¢calisma sonuclari

Cay yapragi PFO enziminin stabil oldugu pH’y1 belirlemek i¢in uygun iyonik siddete
sahip degisik pH degerlerinde tampon c¢ozeltileri bolim 3.3.4’de anlatildigi gibi

hazirlandi. 1/1 oraninda saf enzim ile tampon karistirilarak 24 saatte bir aktivite
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Olgtimleri yapildi. Her bir ¢ozelti ile dlgiilen aktivite degerleri belirlendi. Cay yapragi
PFO enziminin stabil pH degeri Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve Sekil 4.10, 4.11, 4.12°de

gosterildigi gibi asetat tamponu ile pH 5,5 olarak belirlendi.

Cizelge 4.5. Cay bitkisi PFO enziminin stabil pH’nin belirlenmesi i¢in asetat
tamponuyla yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Zaman
0 24 48 72 96
(saat)
pH Aktivite (EU/mL)
4,0 444,44 422,22 300,00 222,22 166,67
4,5 488,89 433,33 333,33 255,56 222,22
5,0 500,00 400,00 400,00 322,22 22222
5,9 488,88 477,77 444,44 411,11 366,67
6,0 500,00 444,44 422,22 311,11 233,33
500
400
® —e—pH=4,0
S 300 —=— pH=4,5
E\f —&—pH=5,0
S 200 —<pH=5,5
—¥—pH=6,0
100 -
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Zaman (saat)

Sekil 4.10. Cay yapragi PFO enziminin stabil pH’sin1 belirlemek i¢in asetat tamponu ile
yapilan ¢alisma sonucu elde edilen grafigi
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Cizelge 4.6. Cay yapragi PFO enziminin stabil pH’nin belirlenmesi i¢in fosfat
tamponuyla yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

Zaman (saat) 0 24 48 72 96
pH Aktivite (EU/mL)
5,0 488,89 | 42222 411,11 344,44 400
3,9 45546 | 411,11 433,33 366,66 377,78
6,0 477,78 | 377,78 388,89 311,11 333,33
6,5 444,44 | 288,89 300,00 322,22 222,22
7,0 444,44 | 266,66 288,89 188,89 155,56
7,5 477,78 | 444,44 166,67 166,67 66,67
500
400 —e—ph=5
—&—ph=5,5
2 300
'5 —&— ph=6
:o 200 ——ph=6,5
—@—ph=7
100 —8ph=7,5
O T T T T 1
0 20 Zaman(saat) go 80 100

Sekil 4.11. Cay yapragi PFO enziminin stabil pH’sin1 belirlemek i¢in fosfat tamponu ile
yapilan calisma sonucu elde edilen grafigi
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Cizelge 4.7. Cay yapragi PFO enziminin stabil pH’nin belirlenmesi ig¢in Tris-HCI
tamponuyla yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Zaman (saat) 0 24 48 72 96
pH Aktivite (EU/mL)
7,0 411,11 200 133,33 111,11 66,67
7,5 266,67 | 144,44 88,89 66,67 66,67
8,0 366,67 88,89 66,67 66,67 88,89
8,9 22222 | 100,00 88,89 66,67 66,67
9,0 333,33 | 166,67 77,78 66,67 55,56
500
400 —e—ph=7
@ —&—ph=7,5
:‘g 300
< —&—ph=8
< 200 ——ph=8,5
—&—ph=9
100
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Zaman(saat)

Sekil 4.12. Cay yapragi PFO enziminin stabil pH’sin1 belirlemek i¢in Tris-HCI tamponu
ile yapilan ¢aligsma sonucu elde edilen grafigi
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4.45. Farkh substratlar icin Ky ve Viyax degerlerinin belirlenmesine ait

calismalarin sonuclari

Cay yapragi PFO enziminin iki farkli susbstrat icin Ky ve Vyax degerlerini belirlemek
icin boliim 3.3.5’de anlatildig1 gibi substratlarin optimum sartlarinda en az 5 farkh
konsantrasyonda enzim aktivite degerleri belirlendi. Sonugta elde edilen degerler ile
1/[S]-1/V grafigi ¢izilerek reaksiyon denkleminden Ky ve Vpyax degerleri hesaplandi
(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.13-4.14).

y = 2,2552x + 0,5964

= 2 -
_:é R2=10,9903
°
= 1,5 -
£
=
> 14
<
0,54

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/[Katekol] mM-1

Sekil 4.13. Cay yapragi PFO enzimi igin katekol substrati ile elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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y =2,029x + 0,5228
R2=0,9963

1/V (wmol/dak) .

-04 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/[4-metilkatekol] mM-1

Sekil 4.14. Cay yapragi PFO enzimi i¢in 4-metil katekol substrat1 ile elde edilen 1/V-
1/[S] grafigi

Cizelge 4.8. Cay yapragi PFO enziminin Ky Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi icin
yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Enzim Substrat Km (MM) Vmax (nmol/dK)
Katekol 3,782 1,676
PFO
4-metil katekol 3,881 1,912

45. Cay Yapragi PFO Enzimi Uzerine Baz1 Kimyasal Bilesiklerin Etkilerinin

Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar:

4.5.1. Cay yapragi PFO enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren kimyasal bilesikler

icin ICsp degerlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuglari

ICs0 degerlerinin tespitinde, boliim 3.3.6’da acgiklandigi gibi 100 mM sabit katekol
konsantrasyonunda en az bes uygun inhibitdr konsantrasyonlarinda aktiviteler

belirlendi. Elde edilen aktivite degerlerinden yararlanarak %aktivite-[I] grafikleri ¢izilip
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(Sekil 4.15-4.19) enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitoér konsantrasyonu olan ICs

degerleri belirlenmistir. Elde edilen ICsq degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir.

100

y = 100e-0,029X

80 R2=0,9737

60 -

40

% Aktivite

20

10

20
[Sodyum siilfit] pM

30

40

Sekil 4.15. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi iizerine sodyum siilfit’in farkli inhibitor

konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite- [Sodyum siilfit] grafigi

100

80

60 -

40

% Aktivite

20 -

y = 1006-0,032X
R2=10,9715

10

20

30

[Sodyum metabisiilfit] pM

Sekil 4.16. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi iizerine sodyum metabisiilfit farkli
inhibitor konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite- [Sodyum metabisiilfit] grafigi
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100

(e}
o

y = 100g-0007
>=0,9666

% Aktivite
N @
S} o

N
o
1

0 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

[DTT] pM

Sekil 4.17. Cay yapragt PFO enzim aktivitesi lizerine ditiyoeritritol farkli inhibitor
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite- [DTT] grafigi

100
y = 100e0.01x
80 - R?=0,9836
2 60 -
=
v
<< 40 -
S
20 -
O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
[ Askorbik Asit] uM

Sekil 4.18. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi lizerine askorbik asit farkli inhibitor
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite- [Askorbik asit] grafigi
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100
80 y = 100e-0.007x
R? =0,9605
o
S 60 -
hvz
<
L 40 -
20 - L
0 T T T T T T T T T
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180
[GSH] pM

Sekil 4.19. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi lizerine Glutatyon farkli inhibitor
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite- [GSH] grafigi

Cizelge 4.9. Cay PFO enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren kimyasal
bilesiklerin ICso degerleri

Kullanilan Inhibitor ICso (uM)
Sodyum siilfit 23,90
Sodyum metabisiilfit 21,65
Ditiyoeritritol 99,02
Askorbik asit 69,31
Glutatyon 99,02

4.5.2. Cay yaprag PFO enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren kimyasal bilesikler

icin K sabitlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuclari

Farkli inhibitorlerin K; sabitlerinin bulunmasi yonelik c¢aligmada katekol substrati
kullanildi. Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok
cozeltileri kullanilarak 6n calismayla belirlendi. Yine aymi sekilde her bir substrat
konsantrasyonu i¢in en uygun ii¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu inhibitdr stok
cozeltileri kullanilarak 6n c¢alismayla tespit edildi. K; degerlerinin belirlenmesinde
kullanilan kimyasal bilesikler i¢in ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen kimyasal

bilesik konsantrasyonlari belirlendi. Daha sonra ¢ay yapraklarindan saflastirilan PFO
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enzimi i¢in Ui¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri belirlendi.
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilip K; degeri ve inhibisyon tipleri tayin edilerek Sekiller

4.20-4.24 ve Cizelge 4.10°da gosterildi.
PFO enzimi i¢in inhibitor olarak kullanilan tiim maddeler i¢in inhibisyon tipleri
(yarismali inhibitdr, yar1 yarismali inhibitor, yarigmasiz inhibitor) asagidaki formiillere

gore hesaplandi.

Yarismasiz icin ve Yar: Yarismal icin: Yarismal icin:

[1]

V.
1 _ max I _
Vmax - KM - KM(1 +—
14+ m Ki
K;
& Kontrol 45
40
H0,006 mM .
A0,016 MM =
=
00,033 MM =
£
2
b
o
—
2
—
0
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[Katekol] 105> M1

Sekil 4.20. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi iizerine sodyum siilfit’in inhibisyon etkisi
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40
< Kontrol
35
m0,013 -
=
A0,023 =
00,033 g
3
¥
o
—
2
—
0
0,3 0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[Katekol] 105 M1

Sekil 4.21. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi tizerine sodyum metabisiilfit’in inhibisyon
etkisi

< kontrol

| 0,083

A0,116 =
=

00,2 3

’ £
=
<
o
—
2
—
0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[Katekol] 10°M-1

Sekil 4.22. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi lizerine ditiyoeritritol’iin inhibisyon etkisi
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60
< Kontrol
m0,033mM 50
A 0,066 mM
0,1 mM

1/V 10*(umol/dak)!

-0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[Katekol] 10°M-1

Sekil 4.23. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi iizerine askorbik asit’in inhibisyon etkisi

< Kontrol 40
m0033mM L >
)
S
A0Q0,1 mM =
(=]
£
m0,16 mM S
¥
o
-
2
—
0
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[Katekol] 105M-?

Sekil 4.24. Cay yapragi PFO enzim aktivitesi lizerine glutatyon’un inhibisyon etkisi
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Cizelge 4.10. Cay yapragi PFO enzimi ilizerine inhibisyon tipleri arastirilan kimyasal
bilesikler

Inhibitor Ortalama K; Degerleri .
. [IImM | Ki(mM) inhibisyon Tipi
Cinsi (mM)
0,006 0,024
Sodyum 0,021+0,005
0,016 0,024 Yarismah
Siilfit
0,033 0,015
Sodyum 0,013 0,025
L. Yarismasiz
metabi siilfit 0,023 0,019 0,019+0,005
0,033 0,014
0,083 0,296 Yarismah
Ditiyoeritritol 0,116 0,178
0,192+0,097
0,200 0,102
0,033 0,051
ASkOI’bIk 0,066 01029 Yarlsmall
asit 0,033+0,016
0,100 0,018
0,033 0,097
Glutatyon | 0,100 0,144 | 0,119+0,024 Yarismah
0,160 0,115
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5. TARTISMA ve SONUC

Polifenol oksidaz (PFO) enzimi bitki hiicrelerinin plastit ve kloroplastlarinda bulunur.
Ham meyve hiicrelerinde membrana bagli olarak olgunlasmis ve depolama siirecinde
parcalanmis veya ¢Oziinmiis halde bulunabilir. Dolayisyla polifenol oksidaz enzimi bitki
hiicrelerinde ayn1 anda her iki formda da bulunabilir (Concellon et al. 2004). Bitkilerde
bu enzimin katalizledigi reaksiyonlar meyvenin ham veya olgun olmasina bagli bir
unsurdur. Enzim 6ziitlii enzim olmayan protein karisimi ve bir¢cok izoenzim icerebilir

(Duangmal and Owusu-Apenten 1999).

Gida isletmeciliginde {izerinde aragtirma yapilmasi gereken 6nemli bir faktor polifenol
oksidaz enzimidir. Cay bitkisi ise, Dogu Karadeniz Boélgesi’'nde yetisen Oonemli bir
icecek kaynagidir. Diger bitkisel {iriinler gibi ¢ayin da temini, islenmesi ve depolanmasi
icin gerekli sartlarin saglanmasi amaciyla bazi kimyasal Ozelliklerinin arastirilmasi
gerekir. Polifenol oksidaz enzimi, bitki dokularindaki esmerlesme kaynagi olarak
bilinmektedir. Meyve ve sebzelerdeki kararma yani renk degisikligi istenmeyen bir
durumdur. Enzimatik kararma esnasinda polifenollerin o-kinonlara oksidasyonu ve o-
kinonlarin da esmer renk maddelerine veya melanin polimerizasyonuna cereyani
meydana gelir. Fakat yesil ¢ay yapraklarindan siyah c¢ay iiretiminde enzimatik karama
istenen bir olaydir. Ciinkii kinonlar, ¢aya i¢im tad1 ve kalitesini kazandiran teaflavin ve
tearubijinlerin 6n maddeleridir. Bu durum bizi bu konuda ¢aligmaya sevk etmistir. Bu
caligmada, Rize yoresinden temin ettigimiz ¢ay bitkisinden PFO enzimi afinite
kromatografisi yardimi ile saflastirilmistir. Saflastirmada kullanilan afinite jeli tez
kapsaminda tarfimizdan sentezlenmistir. Enzimin varhigi, saf enzim eliiatindan
elektroforetik olarak belirlenmistir. Ayrica enzimin kinetik ve bazi biyokimyasal

ozellikleri incelenmistir.

Bu calismada kalitatif protein tayini elde edilen eliiatlarin 280 nm’de absorbanslari
Olciilerek belirlendi. Bu sekilde yapilan kalitatif tayinde protein yapisinda bulunan
aromatik halkaya sahip aminoasitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) sdz konusu

dalga boyunda UV isinlarini absorblamalar1 esasina dayanir (Segel 1968). Kantitatif
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protein tayinleri ise, Bradford yontemiyle belirlendi. Bu yontemde; fosforik asitli
ortamda proteinlerin coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi
esasma dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Bu
yontemin diger protein tayin yontemlerinden fazla tercih edilmesinin nedeni, ¢ok kisa
stirede uygulanmasi, bozucu faktdrlerinin az olmasi, protein-boya kompleksinin
cozeltilerinde uzun siire kalmast ve hassasiyetinin 1-100 pg arasinda olmasidir

(Bradford 1976).

Enzim aktivitesi; substratin kaybolma veya iiriinlin olusma hizin1 6lgme ile
belirlenebilir. Substratin kaybolma hizinin belirlenmesinde O, absorbsiyonu ya
Warburg respirometresi ile manometrik ya da bir oksijen elektroduyla polarografik
olarak o&lgiiliir. Uriiniin olusma hizi, kinonlardan olusan renkli bilesiklerin optik
yogunluklarinin spektrofotometrik metotla 6l¢iilmesiyle tayin edilir. Bu metod ¢ok basit
ve diger yontemler kadar hassas oldugundan dolay1 tercih edilir ve bu yiizden
calismamizda spektrofotometrik metod kullanilarak 420 nm dalga boyunda aktivite

Olgtimleri yapildi (Vamos-Vigyazo 1981).

PFO enziminin c¢ay yapraklarindan izolasyonunda tampon ekstraksiyon ydntemi
kullunildi. Fakat bu yontem yapilirken olusan en biiylik problem bitki materyalinin
ekstraksiyonu sirasinda pigment olusumunun ve enzimatik fenol oksidasyonunun
engellenmesidir. Pigmentler enzimin iizerine ¢okebilir ve ¢oziintirliigiin azalmasina
sebep olabilir ve pigmentler enzimin inaktivasyonuna da sebep olabilir. Bu problemleri
minimuma indirmek i¢in ekstraksiyon iglemi miimkiin oldugunca diisiik sicakliklarda
yapilmistir. Enzimatik polifenol oksidasyonundan ektraksiyonu korumak i¢in, ortama
doniislimlii enzim inhibitorleri, indirgeyici bilesikler yada kinon baglayicilar
eklenebilir.  Askorbik asit enzimatik kararma inhibitorlerinden en fazla

kullanilanlarindan birisidir.

Askorbik asit hem kinonlarin indirgeyicisi hem de bakir1 selatlama reaktifi olarak gorev
yapar (Fujita et al. 1991). Askorbik asit, olusan o-kinonlar1 indirgeyerek reaksiyon verir

ve sonucta kendisi oksitlenir. Askorbik asidin tamami oksitlendikten sonra esmerlesme
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reaksiyonu devam eder. Bu nedenle askorbik asitin kinonlar1 indirgeme kapasitesi,
kullanildig1  konsantrasyona baglidir. Bu inhibitér disiik konsantrasyonlarda
kullanildiginda indirgenme isleminde cabucak tiikenebilir ve bundan dolay1 renkli
polimerlerin olusumunu smirli bir siire i¢in engeller. Eger askorbik asit yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilirsa olusan kinonlar1 indirgeyerek enzimin substratlarina
dontistiirebilir ve enzimatik kararmaya karsi kalici koruma saglayabilir (Euclides et al.
1990). Calismamizda bu amagla kinonlar1 indirgeyici reaktif olarak ekstraksiyon
tamponu olarak kullanilan asetat tamponuna (pH:6,0) 10 mM askorbik asit ilave

edilmistir.

Substratlarin ¢oziinmeyen bir polimere baglanarak ortamdan uzaklastirilmasi enzim
ekstraksiyonu sirasinda fenol oksidasyonunun ve polimerizasyonunun énlenmesinin en
etkili yollarindan biridir. ~ Polivinil pirrolidin (PVP) fenol baglamada en yaygin
kullanilan maddedir. PVP, fenollerin iyonlagsmadigr nétral yada asidik pH’da ¢ok
kuvvetli proton alicisidir. Ayni zamanda PVP, PFO’nun kismi yarismali inhibitoridiir.
PVP’nin inhibisyon etkisi ekstraktin yikanmasi ile giderilebilmesine ragmen bu
asamada fenollerin baglanmasinda polietilen glikol (PEG) daha ¢ok tercih edilir
(Murao et al. 1993). Arastirmamizda da bu amagla fenolleri baglayici olarak PEG

kullanilmistir.

Calisgmamizda PFO enzimini saflastirmak amaciyla afinite kromatografisi teknigi
kullanilmistir. Afinite kromatografisi ligand takilabilmesi kosulu ile uygulanmasi kolay
bir tekniktir ve saflastirilacak molekiiliin, matriks adi verilen bir kolon maddesine
kovalent olarak baglanan liganda spesifik ve tersinir baglandig: bir yontemdir. Genelde
matriks olarak polimer madde olan Sefadex, Sefarohose ve biyojeller tercih edilir.
Biyolojik bir maddenin aktif bdlgesi, genellikle molekiiliin derinliklerine yerlesmistir.
Saflagtirilmasi istenen molekiiliin liganda baglanmasi ¢cogu durumda matriks ile ilgili
molekiil arasindaki sterik engelden dolay1 zorlagsmakta ve kolon verimi diismektedir.
Bu durumlarda uzanti kollari, etkili baglamay1 kolaylagtirmak i¢in matriksle ligand
arasina sokulurlar. Ligand ve matriks arasina uzanti kolu takildiginda daha iyi baglanma

ve ellisyon yapilabilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
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Bu ¢aligmada Arslan et al. (2004) jel sentezleme yontemi kullanilarak, Sepharose-4B-L-
tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli sentezlenmistir. Tampon ekstraksiyon metodu
kullanilarak elde edilen homojenat sentezlenen bu jele tatbik edildi ve bu sayede ¢ay
bitkisi PFO’sunun afinite kromatografisi ile saflagstirillmasi gerceklestirildi.
Homojenattaki enzimin spesifik aktivitesi 20544 EU/mg protein iken, afinite
kromatografisi sonucu saflastirilan PFO’nun spesifik aktivitesi 406091 EU/mg protein
olarak elde edilmistir. Bu sonucglara gore, enzim cay bitkisinden 19,77 kat, %2,97

verimle saflastirilmistir (Cizelge 4.1).

Enzimi saflagtirmak i¢cin homojenata once notral tuz (amonyum siilfat) ¢oktiirmesi ve
sonrasinda diyaliz uygulandi. Ancak her bir araliktaki tuz konsantrasyonunda hem
cokelekteki hem de silipernatanttaki enzim aktivitelerinin tutarsizlifit ve bu islem
sirasinda enzim aktivitesinin ¢ok biiyiik bir kismin1 kaybetmesi nedeniyle saflastirma
isleminde bu asama uygulanmadi. Literatiirde de bizim karsilasti§imiz bu duruma

benzer problemle karsilagildigi rapor edilmistir (Erat 1998).

Daha once ayni afinite jeli sentezlenip, yapilan afinite kromatografisi yontemi ile
PFO’nun L.piperatus mantarindan 13,9 kat (Oz 2010), Agaricus bisporus mantarindan
1,93 kat, %39 verimle (Dedeoglu 2009), Dut meyvesinden 74 kat (Arslan et al. 2004),
Boletus erythropus mantarindan ise 28,5 kat (Ozel et al. 2010) saflastirilmasi
yapilmustir. Afinite kromatografisinden farkli olarak, iyon degisim kromatografisi ve jel
filitrasyon kromatografisi, PFO’nun cesitli kaynaklardan saflastirilmasinda ¢ok yaygin
kullanilan tekniklerdir. Taze fasulyenin yesil kabugundan iki PFO izoenzimi, Sephadex
G-100 kolonu ile 17 kat ve 9,4 kat (Guo et al. 2009), ayn1 fasulyenin tanelerinden yine
iki PFO izoenzimi, DEAE- seliiloz kolonu ile 6,6 kat ve 3,8 kat (Guo et al. 2009), Cay
bitkisi PFO’sundan DEAE-seliiloz kolonu ile 3,32 kat, %5,11 verim ile (Yabac1 2008),
Cagir bitkisinin yaprak ve govdesinden iyon degisim kromatografisi ile 2.7 kat ve 2,2
kat, %148 ve %129 verimle saflagtirilmistir (Erat 1998).

Afinite kromatografisi ile gerceklestirilen saflastirma isleminden sonra, elde edilen

enzim eliiat1 elektroforetik olarak analiz edilmistir. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
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PFO enziminin safligin1 kontrol etmek i¢in yapilmistir ve islemin sonunda tek bant elde

edilmistir. Bu bantin agirlig1 yaklasik 50 kDa’dur (Sekil 4.3).

Polifenol oksidaz enzimi i¢in yaptigimiz karakterizasyon c¢alismalarinda enzimin
optimum pH’s1 katekol ve 4-metil katekol substratlar1 kullanilarak yapildi. Katekol i¢in
0,05 M Tris-HCI tamponunda optimum pH's1 9 (Sekil 4.4) ve 4-metil katekol substrati
icin ise 0,05 mol Tris-HCI] tamponunda optimum pH 8,5 olarak bulundu (Sekil 4.5).
Literatiir caligmalarinda Boletus erythropus mantarindan saflagtirilan PFO enzimi i¢in
optimum pH degeri 8,0 olarak belirlenmistir (Ozel et al. 2010). Yapilan baska bir
calismada kusburnu PFO enzimi i¢in optimum pH degeri 8,5 olarak belirlenmistir

(Sakiroglu 1994).

Iyonik siddet ¢alismasinda; 0,01-1 M arasinda konsantrasyonlarinda bir seri Tris-HCI
tamponu hazirlandi. Katekol ve 4-metil katekol substratlarinin ikisi i¢inde kendi
optimum pH’larinda aktivite 6l¢iimii yapildi. Bu ¢alisma sonucunda her iki substratta
0,05 M tampon konstrasyonunda yiiksek aktivite gostermistir. Bu yiizdende aktivite
Ol¢iimlerinde bu konstrasyon kullanildi. Ancak farkli konsantrasyonlardaki aktivite
farklar1 ¢ok az oldugundan iyonik siddetin enzim aktivitesini etkileyen ciddi bir faktor

olmadigini sdylemek miimkiindiir (Sekil 4.6-4.7), (Cizelge 4.3).

Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi bir sicaklik araligi vardir. Cok yiiksek ve
cok diisiik sicakliklarda enzimin ii¢ boyutlu yapis1 bozulur ve enzim aktivitesi kaybolur.
Calismamizda cay yapraklarindan saflastirilan PFO enziminin optimum oldugu sicakligi
belirlemek yine ayni substratlarla 0°C ve 80°C sicaklik araliginda her 10°C’de bir
enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Optimum sicaklar, katekol ve 4-metil

katekol igin 10°C olarak belirlendi (Sekil 4.8-4.9), (Cizelge 4.4).

Enzim stabilitesi lizerine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla enzim pH’s1 4,0, 4,5, 5,0,
5,5, 6,0 olan 0,05 M asetat tamponlarina alinarak 4°C’de muhafaza edildi. Belli zaman

periyotlarinda katekol substrat1 ile aktivite ol¢limii yapild1 ve aktivitedeki diisiisiin en az
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oldugu pH'nin 5,5 oldugu tespit edildi. Sonuglar spektrofotometrik olarak 24 saatte bir
yapilmak tizere 5 giin tekrarlandi (Sekil 4.10).

Enzim kinetiginde Ky degeri, enzimin aktif bolgelerinin yarisinin doldugu substrat
konsantrasyonu ve enzimin subsrata olan ilgisinin bir gostergesi seklinde iki farkli
anlami vardir. Arastirmamizda cay yapraklarindan saflastirdigimiz PFO enzimi i¢in
katekol ve 4-metil katekol substratlar1 i¢in 5 farkli substrat konstrasyonlarinda enzim
aktivite degerleri belirlendi. 1/V-1/[S] degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek
bu grafiklerden Ky ve Vmax degerleri belirlenmistir (Sekil 4.13-4.14), (Cizelge 4.8).
Katekol igin Ky sabiti 3,782 mM, Vpmax degeri ise 1,676 pmol/dk olarak hesaplandi. 4-
metil katekol igin ise Ky sabiti 3,881 mM, Vpmax degeri ise 1,912 umol/dk olarak
hesaplandi. Elde edilen sonuclara gore ¢ay yapragi PFO enziminin daha diisiik Ky
sabitine sahip olan katekol substratina ilgisinin daha fazla oldugu goriildii. Ciinkii diistik

Kwm yiiksek baglanmayi; yiiksek Ky diisiik baglanmayi ifade eder.

Kusburnu meyvasit PFO enzimi i¢in yapilan ¢alismalarda katekol ve 4-metil katekol
substrati igin Ky degeri sirasiyla 7,41x10°M ve 8,64x10°M (Sakiroglu 1994), yine
benzer ¢alismada PFO enzimi aktivitesi i¢in Ky degerleri L.piperatus PFO’su i¢in Ky
ve Vnmax degerleri katekol substrati varliginda, sirastyla 1 mM ve 25000 EU/mg protein
olarak belirlendi (Oz 2010).

Cay yapragi PFO enzim aktivitesini yariya diisliren inhibitor konsantrasyonu gostergesi
olan ICsp degerlerini belirlemek igin % aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.15-4.19).
Bu grafiklerdeki denklemler yardimiyla ICsp degerleri hesaplandi. Kimyasal bilesiklerin
ICso degerleri kiiglikten biiylige dogru siralandiginda sodyum metabisiilfit< sodyum
stilfit< askorbik asit< ditiyoeritritol= glutatyon seklinde oldugu goriilmektedir (Cizelge
4.9).

Cay yaprag1 PFO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdsteren kimyasal bilesikler icin K;
sabitlerinin belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafiklerinden faydalanildi.

Sonuglarin hassas bulunabilmesi amaciyla her inhibitorlii ¢alisma i¢in 3 farkli sabit
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inhibitér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir (Sekil 4.20-4.24).

Grafik ¢iziminde Microsoft-Excel programindan faydalanilmistir.

Ki sabiti kii¢iik olan inhibitoriin enzime ilgisinin fazla oldugu diisliniildiiglinde bu tiir
inhibitorlerin enzimi ¢ok daha fazla inhibe edecegi agiktir. Cay yapragi, PFO enzimi
lizerine inhibisyon etkisi gosteren kimyasal bilesiklerin ortalama K; sabitleri hesaplandi.
En disiik K; degerleri sodyum metabisiilfit (0,019), bunu sirasiyla sodyum siilfit
(0,021), askorbik asit (0,033), glutatyon (0,118) ve ditiyoeritritol (0,192) takip
etmektedir. Bu etki siras1 ICsq degerleri ile ¢ogunlukla uyusmaktadir. Goriildiigii gibi
enzim i¢in sodyum metabisiilfit oldukea kii¢iik konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi
gostermistir ve boylece bu molekiiliin PFO enzimi i¢in potansiyel inhibitér olduklar
goriilmektedir. Ayrica cizilen Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla inhibitorlerin

inhibisyon tipleri belirlenmistir.

Sonuc olarak; cay bitkisi PFO enzimi ile ilgili yapilan bu calismada asagidaki bulgular

elde edilmistir.

a) Enzimin optimum pH’s1 katekol substrati igin pH:9,0, 4-metil katekol substrati i¢in
pH:8,5 bulunmustur.

b) Optimum sicaklik ¢aligmasi katekol ve 4-metil katekol substratlari igin 10°C
bulunmustur.

c) Optimum sartlarda yapilan kinetik ¢alismalar sonucu en iyi substratin katekol
oldugu goriilmiistiir.

d) Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonu kullanilarak ilk kez
saflagtirilmistir.

e) Enzimin safligt SDS-PAGE ile kontrol edilmis ve yaklasik olarak 50 kDa olarak
bulunmustur.

f) Inhibisyon galismalarinda elde edilen Isy ve K; sabitleri en etkili inhibitdriin sodium

metabisiilfit oldugu goriilmiistiir.
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Bu calismamiza benzer olarak;

Yabaci (2008) cay bitkisi PFO enzimi ile ilgili yapilan ¢alismalarda asagida bulgular

elde etmistir.

a) Enzimin optimum pH degeri 6,02 olarak belirlenmistir.

b) Enzimin optimum sicakligi 30°C olarak belirlenmistir.

c) Optimum sartlarda yapilan kinetik ¢aligmalar sonucu en iyi substratin 4-metil
katekol oldugu goriilmiistiir.

d) DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi yontemi ile enzim saflastirilmistir.

e) 1nhibisyon calismalarinda elde edilen Isp ve K; sabitlerine gore L-sistein’in en

diisiik inhibisyon etkisine sahip oldugu goriilmiistiir.

Yapilan caligmalar karsilastirildiginda bulgular arasindaki farkin ¢ay bitkisinin
cesidindeki farklilikdan ileri geldigi diisiiniilmektedir.
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