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OZET

Musmula (Mespilus germanica) Polifenol Oksidaz
Enziminin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Aysin CAVDAR

Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Gigdem BILEN
Es-Danisman: Prof. Dr. Emine KARAKUS

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarim1 gerceklestiren polifenol oksidaz (PFO)
enzimleri, oksidasyon tepkimelerini katalizlemektedir. =~ Enzimatik esmerlesme
reaksiyonlari, meyve ve sebzelerin iceriginde bulunan fenolik maddelerin PFO
enzimi katalizorliiglinde o-kinonlara hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlar ile
saglanmaktadir. Hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlarindan sonra o-kinonlarin
enzimatik olmayan oksidasyonu ve polimerizasyonu sonucunda melanoidinler olusur.
Gerceklesen bu reaksiyonlar sebebi ile iiriinlerde esmerlesme meydana gelmektedir.
Mespilus germanica musmula, saglik yararlari sebebi ile ticari pazar degeri kazanmis
bir meyvedir. Iceriginde bulunan antioksidan ve mineral ézellikleri sebebi ile enzim
kaynagi olarak kullanilmisir.

Yapilan tez c¢alismasinda Mespilus germanica musmulanin saflastirilmasi amaciyla
ilk olarak, %0-80 amonyum siilfat ile ¢coktiirme islemi yapilmistir, ardindan diyaliz
islemi ile kismen safsizliklardan uzaklastirilan polifenol oksidaz enzim ekstrakti (KSP
enzimi) elde edilmistir. Elde edilen KSP enziminin en yiiksek enzim aktivitesine sahip
oldugu optimum reaksiyon kosullarinin tespit edilebilmesi amaciyla karakterizasyon
calismalar1 yapilmistir. Enzimin kafeik asit, katekol, progallol ve 4-metil katekol
substratlari ile ilk olarak optimum substrati tespit edilmis ve bu substrat tizerinde
calisilarak, optimum konsantrasyon, optimum pH ve optimum sicaklik calismalari
gerceklestirilmistir. Yapilan bu c¢alismalar icin elde edilen optimum kosullar katekol
substrati icin sirasiyla 0.1M/ pH:6.8/ 15°C; olarak belirlenmistir. Enzimin optimum
substrat1 icin V., ve K, kinetik sabitleri ise sirasiyla; 12542.46 EU ve 2.5 mM olarak
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hesaplanmustir.

Calismanin devaminda ise, kismen safsizlik iceren KSP enzim oOziitii Sefaroz
4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit ve Sefaroz 6B-L-tirozin-p-amino benzoik asit
afinite jelleri ile saflastirlmistir.  Elde edilen PFO enziminin saflik kontrolii ve
molekiil kiitlesinin tespit edilebilmesi amaciyla dogal jel elektroforezi (NATIVE
PAGE) ve sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi
uygulanmistir. Musmula PFO diyaliz numunesinde SDS-PAGE ile yaklasik olarak
40 kDa ve 35 kDa’da iki bant gozlenirken, Native-PAGE ile 40 kDa ve 70 kDa’da
iki bant elde edilmistir. Dolayisiyla musmulada molekiil agirliklar1 40 kDa ve
35 kDa’luk 6zdes iki alt birim iceren 70 kDa olan iki PFO izoenzim olabilecegi
seklinde yorum yapilmistir. Afinite kromatografisi ile saflastirilan 6rnekler icin ise
Native-PAGE ’de yaklasik 40 kDa civarinda tek bant gozlendiginden, musmula PPO
izoformlarindan birinin afinite kromatografisi ile saflastirildigi yorumu yapilmistir.
Sefaroz-4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit ve Sefaroz-6B-L-tirozin-p-amino benzoik
asit afinite jelleri kullanilarak saflastirilan Mespilus germanica PFO enzimi i¢in sirasiyla

53,96 ve 7,26 saflastirma katsayisina ulasilmstir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol oksidaz, Mespilus germanica, saflastirma,
karakterizasyon

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Purification and Characterization of Medlar (Mespilus
germanica) Polyphenol Oxidase Enzyme

Aysin CAVDAR

Department of Chemistry
Master of Science Thesis

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Cigdem BILEN
Co-supervisor: Prof. Dr. Emine KARAKUS

Polyphenol oxidase (PPO) enzymes, which perform enzymatic browning reactions,
catalyze oxidation reactions. Enzymatic browning reactions are provided by
hydroxylation and oxidation reactions of phenolic substances to o-quinones catalyzed
by PFO enzyme in fruits and vegetables. As a result of non-enzymatic oxidation
and polymerization of o-quinones, melanoidins are formed in dark colorful products.
Mespilus germanica medlar was used as a source of enzymes due to the benefits
it provides for human consumption, its commercial value and rich antioxidant and

antiradical properties in this study.

In the first part of the study, the PPO enzyme extract of Mespilus germanica medlar,
which was partially purified by precipitation with (0-80) % ammonium sulfate and
dialysis, respectively, was obtained. Following, characterization studies were carried
out in order to determine the optimum reaction conditions in which maximum enzyme
activity was observed. Optimum substrate was determined by using catechol, 4-methyl
catechol, progallol and caffeic acid substrates. Optimum concentration, optimum
pH and optimum temperature studies were performed in the presence of optimum
substrate. The optimum conditions were determined for catechol as 0.1M/ pH:6.8/
15°C, respectively. V.., and Ky, kinetic constants of the enzyme for catechol were
calculated as 12542.46 EU and 2.5 mM, respectively.

In the following step, Mespilus germanica PPO extract was purified with Sepharose

4B-L-tyrosine-p-amino benzoic acid and Sepharose 6B-L-tyrosine-p-amino benzoic
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acid affinity gels, respectively. While bands of medlar PPO dialysis samples were
observed at approximately 40 kDa and 35 kDa in SDS-PAGE, two bands were
obtained at 40 kDa and 70 kDa which is a homodimer that each one is 35 kDa
in Native-PAGE. Therefore, it was interpreted that it could be two PPO isoenzymes
with molecular weights of 40 and 70 kDa in medlar. Since a single band of
approximately 40 kDa was observed in Native-PAGE for the samples purified by affinity
chromatography, it was interpreted that one of the medlar PPO isoforms was purified
by affinity chromatography. For Mespilus germanica PPO enzyme purified by using
Sepharose-4B-L-tyrosine-p-amino benzoic acid and Sepharose-6B-L-tyrosine-p-amino
benzoic acid affinity gels, 53.96 and 7.26-fold purification degrees were achieved,
respectively.

Keywords: Polyphenol oxidase, Mespilus germanica, purification, characterization

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Polifenol oksidaz (PFO) enzimi, depolama kosullarinda kesme ve ezme sonucunda
sebze ve meyvelerde esmerlesme reaksiyonuna neden olur. Bu nedenle gidalarin
renk, tat ve besin degerlerinde istenmeyen degisiklikler meydana gelmektedir [[1]].
PFO, monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunun ve o-difenollerin de kinonlara
oksidasyonunun reaksiyonlarini1 katalizler [2]]. Bu calismada Bursa ilinden temin
edilen musmula meyvesinden PFO enzimi saflastirilmisti. Enzim kaynag: olarak
secilen musmula, insan tliketiminde bir meyve olmasi ve ticari pazar degerine sahip
olmasi sebebiyle tercih edilmistir, ayrica icerdigi zengin antioksidan ve antiradikal
ozellikler ve bunun yaninda yiiksek oranda fenolik madde icermesi sebebi ile meyve
ve sebzelerde bulunan PFO iceriginin incelenmesi ve arastirilmasi i¢in saflastirma ve

karakterizasyon caligmalar1 6nem kazanmustir [|3]] [4]].

Bu tez calismasinda PFO enzimi, musmula meyvesinden afinite kromatografisi ile
saflastinlmistir.  Literatiirde PFO enziminin musmuladan afinite kromatografisi ile
saflastirllmasina rastlanmamistir.  Proteinler afinite kromatografisi vasitasiyla bir
basamakta kompleks bir karisimdan kolaylikla ve yiiksek saflastirma katsayisinda izole
edilebilirler [[5] . Ciinkii afinite kromatografisi, saflastirilmak istenen proteinin matriks
ad1 verilen sabit bir faza kovalent olarak immobilize edildigi ve saflastirilmak istenen
proteine spesifik ve ilgili proteinin tersinir baglandig: bir tekniktir. [|6]. Bu sebeple

calismada ileri bir saflastirma teknigi olan afinite kromatografisi ile ¢calisiimistir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci musmula meyvesinde (Mespilus germanica) bulunan PFO enziminin

afinite kromotografisi ile saflastirilmasi ve karakterizasyon ¢aligmalarinin yapilmasidir.



1.3 Hipotez
Musmula (Mespilus germanica) PFO enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

ve karakterizasyon calismalarinin yapilmasi, elde edilen sonuclarin literatiirdeki farkl

meyve ve sebzelerde bulunan PFO enzimleriyle karsilastirilmas: hedeflenmistir.



2

GENEL BILGI

2.1 Musmula (Mespilus germanica) Meyvesinin Ozellikleri

Musmula giilgiller altfamilyasinda bulunan bir meyve tiiriidiir. Kiiciik boyutludur ve
ylizeyi hafif tiiyliidiir. Tatl, fakat ayn1 zamanda az miktarda eksi bir lezzeti vardir.
Agaclarda yetisir. Musmula meyvesi sicak iklimlere daha uygun olmakla birlikte diinya
genelinde bir cok yerde yetisir. Musmula agacinin yetistigi bélgenin iklim sartlar ve

agac bakiminin da etkisi olmakla beraber 8 metreye kadar biiyiiyebilirler. [|7] [|8].

2.1.1 Musmulanin (Mespilus germanica) Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Musmulanin meyveleri kahverengi-kirmizimsi renktedir. Yapraklari koyu yesil ve iridir,
yaklasik 8-15 ¢cm uzunlugunda ve 3-4 cm genisligindedir[9]. Musmula, Rosaceae
familyasindan Mespilus germanica L.nin meyvesidir Musmula (Mespilus german-
ica L.) meyvesinin son derece zengin antioksidan ve antiradikal ozellikleri oldugu
gozlenmistir. Olgunlasmis musmula meyvelerinde fruktoz ve glukoz, linoleik asit,
palmitik asit, malik asit ve sitrik asit gibi organik asitler, aspartat ve glutamat gibi
aminoasitler, potasyum ve ucucu bilesenler yiiksek seviyelerde tespit edilmistir [[10].
Yapilan baska bir calismada ise musmula meyvesinin kalsiyum, fosfor, magnezyum
ve demir acisindan zengin oldugu tespit edilmistir[[11]. Yapilan diger bir calismada
ise musmula meyvesinin olgunlagsma siirecine ait besin degerindeki degisiklikler
incelenmes ve belirlenen tiim mineral bilesikleri icinde en fazla potasyum icerigine

sahip oldugu anlasilmistir [3]].

2.1.2 Musmulanin (Mespilus germanica) Onemi ve Faydalari

Musmula meyvesi fenolikler, antosiyaninler, organik asitler ve mineraller gibi cok
zengin biyoaktif bilesik kaynaklaridir. Musmula meyvesi besin maddesi olarak
marmelat, recel ve jole yapiminda kullanilmaktadir. =~ Musmula meyvesi ayrica
kabizlik tedavisinde, idrar soktiiriicii olarak, bobrek ve mesane taslarini atmak igin
kullanilir [[10].



2.1.3 Musmulanin (Mespilus germanica) Saglik ve Endiistriyel Alanlardaki Yeri

Musmula meyvesinin saglik acisindan bir cok faydasi gozlenmistir. — Bagisiklik
sisteminin giiclenmesinde etkisi olan C vitamini bakimindan zengindir. C vitamini
acisindan zengin olmasi sebebi ile de enfeksiyonlarla miicadele etmeye yardimci olur.
Bagirsak hareketlerini artirarak sindirim sisteminin diizenli calismasinda yarar saglar.
Yapraklarindan cay yapilan musmula meyvesi bobrek sorunlari yasayan bireylerde
oldukca yararhdir. Viicuttaki toksinleri atmaya yardimci olur. Icerdigi A vitamini
sayesinde g0z sagligini korur. Diisiik kalorili bir meyvedir, bu 6zelligi sayesinde seker

hastaligi olan bireylerin de tiiketebilecegi bir meyvedir [[10].

2.2 PFO Enzimi
PFO (EC: 1.14.18.1) oksidorediiktaz sinifinda bulunan bir enzimdir. Bircok bitki,

hayvan, bakteri ve bazi mantarlarda yaygin olarak bulunur, kofaktorii bakirdir.
[1]]. PFO ayni zamanda tirosinaz, katekoloksidaz, polifenolaz, katekolaz, fenolaz,

o-difenoloksidaz, mono ve kresolaz olarak da bilinir [|12].

R
HO R o R
Tyr, O Tyr/CO, O,
#» — T2 —— Polymerization
Brown pigment
HO' HO' fo}

monophenol o-diphenol o-quinone

Sekil 2.1 PFO enziminin katalizledigi kararma olusum reaksiyonu [[13]]

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi ilk basamak monofenollerin tirosinaz enzimi tarafindan
difenollere hidroksilasyonudur, ikinci basamak ise difenollerin katekolaz enzimi
tarafindan o-kinonlara oksidasyonudur. Her iki reaksiyon da oksijen gerektirir, olusan
o-kinonlar aminoasit ve proteinler ile kahverengi kompleks polimerler olustururlar,

verilen bu reaksiyon PFO’nun katalizledigi kararma reaksiyonudur [[13[] [14].

2.2.1 PFO Enziminin Yapis1 ve Onemi

PFQ’lar ii¢ grup altinda toplanmaktadir. Bunlar; lakkazlar, katekol oksidazlar ve
tirozinazlardir [[15(]. Lakkazlar, p-difenoller iizerinde oldukca etkilidirler. Tirozinazlar
monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu gerceklestirirler. Tirozinazlar bitkisel
kaynaklarda kararmaya neden oldugu icin bitki dokularinda yogun olarak bulunan
bir enzimdir. = Katekol oksidazlar, bocekler ve patojenlere karsi zarar gormiis
bitki dokularin1 korurlar. Polifenoller ve o-difenoller iizerinde etkilidir. Bitkilerde
kahverengi polifenolik katekol melaninlerin olusmasini saglarlar [|16]]. PFO aktivitesi

ile bitkinin strese karsi direnci arasinda pozitif bir iligki saptanmisti. =~ PFO
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aktivitesi yiiksek olan patates tiirlerinin, hastaliklara karsi savunma mekanizmasinin
diger tiirdeki patateslere gore cok daha yiiksek oldugu bulunmustur. PFO’larin
bu etkiyi sentezledikleri kinonlarin protein veya diger fenolik yapilarla capraz
baglanmasi sonucu fiziksel engeller olusturmasiyla veya kinonlarin capraz baglanmasi
sonucu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkisini azaltabilecek antioksidan 6zelliklerin
artmasina baglh olarak oksidatif stresi azaltmasi ile gosterebilecegi anlasilmistir [17]
[18].

2.2.2 PFO Enziminin Katalitik Mekanizmasi

PFO enziminin katalizledigi reaksiyon mekanizmalari;

* Monofenollerin o-difenollere hidroksilasyon reaksiyonu
* O-difenollerin o-kinonlara oksidasyon reaksiyonu

* Metoksi ile yer degistirmis polifenollerin oksidasyonu

PFO enzimi tarafindan katalizlenen monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin reaksiyon
semalar1 asagida verilmistir. ( Sekil 2.2) (Sekil 2.3) [19].



OH OH

/J:_ P
U j Monofenolaz - [I :[
I.

(Tirosinaz)

CH, CH,
H N CH - COOH H. N CH COOH
Tirosin 3.4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

Sekil 2.2 Monofenolaz aktivitesi [[19]]

OH (8]
OH .0
| Y Difenolaz “ " Polimerlesme
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Sekil 2.3 Difenolaz aktivitesi [|19]]

Patates, liziim, elma, seker pancari1 yapragi, bakla ve mantarda bulunan PFO
enzimi her 2 aktiviteyi de gostermektedir. Ancak mango, muz, cay yapragi, tiitlin
yapragi, armut gibi meyve ve bitkilerden elde edilen PFO enziminin monofenollerle
reaksiyon gostermedigi ortaya cikmistir.  Bu tiirler sadece katekolaz aktivitesi

gostermektedir [20].

2.2.3 PFO Enziminin Substratlari

Meyveler ve sebzeler cesitli fenolik bilesiklere sahiptir.  Bitkiler, yapilarinda
bulundurduklar1 fenollerin tamamini kullanamazlar. PFO enzimi de substrat
spesifikligine sahip oldugundan, bulundugu kaynaga gore farkli 6zellikler gosterir.
[21].

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, bitkinin tiir{i, biiyiime kosullari, hasat edilmesi,
depolanmasi sirasinda maruz kaldig1 cevresel faktorlere ve olgunlasma derecesine
gore cesitlilik gostermekte olup bitkinin renginde, tadinda da farkliliklar meydana
getirmektedir [[22]]. PFO’nun meyve ve sebzelerde en yaygin bulunan substratlari
klorojenik asit ve tiirevleri, flavonoid tipi fenoller ve basit fenollerdir. Flavonoidler
bitkilerin ¢icek, tohum, yaprak, meyve gibi bir ¢ok boliimiinde bulunurlar. [_23]].

Klorogenik asit, PFO'nun en yaygin substratidir. Klorogenik asitin izomerleri olan



izoklorogenik asit, neoklorogenik asit, pseudo klorogenik asit PFO enziminin dogal
substratlarindandir. [[21]].

2.2.4 PFO Enziminin Saglik ve Endiistriyel Alanlardaki Yeri

PFO enzimi saglik ve endiistriyel anlamda pek cok fayda saglamaktadir. Cesitli
endiistrilerde olusan atik sulardan fenollerin uzaklastirilmasinda kullanilan PFO’nun
ayni zamanda substrat 6zgilliigli sayesinde cok diisiik substrat konsantrasyonunda
etkili sekilde calisabilen hassas biyosensorlerin gelistirilmesini uygun hale
getirmektedir. PFO gida endiistrisinde ise ekmek, kuru meyve, cay, kakao ve

kahve tiretiminin kalitesinin korunmasi amaciyla da kullanilmaktadir [|1].

PFO’nun saglik alaninda da bir cok yarar1 vardir. Parkinson hastaligi ve losemi
tedavisinde c¢esitli kullanimlari bulunmaktadir, aym1 zamanda ila¢ endiistrisinde
morfinin kodeinden ayrimini saglamak i¢cin PFO immobilize elektrotlar kullanilmistir
[24].

2.2.5 Musmulada Bulunan PFO Enzimi

Musmula meyvesinin olgunlasmasi sirasinda ve olgunlasma sonrasinda hizli enzimatik
esmerlesme gosterdigi ve musmula meyvelerinde farkli PFO izoformlarinin bulundugu
gozlenmistir. Hasat zamani, mevsim, meyve olgunlugu ve olgunlagsma sirasindaki
genotip farkliliklarinin musmula meyvesinde PFO izoformlarinin dagilimi, aktivitesi,
karakterizasyonu ve fenoliklerinde 6nemli etkilere neden oldugu sonucuna varilabilir
[25]. Bu etkilerin daha net olarak aydinlatilabilmesi amaciyla da PFO enziminin
musmuladan saflastirlmasina ihtiya¢ duyulmustur. Bolim 2.3’de calismamizda

kullanilan saflastirma yontemlerine deginilmistir.

2.3 Protein Saflastirma Yontemleri

Protein gibi makromolekiiller, gida, biyoteknoloji, ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde
onemli bir {iriin sinifi olusturmaktadir. Verimli ve hizli protein saflastirma yontemleri
gelistirmeye yOnelik artan ihtiyag, bu alanda arastirma ve biiyiimeyi gerektirmektedir.
Protein saflastirma yontemlerindeki ilerlemeler sayesinde herhangi bir proteinin su
anda saflastirilabilecegi makul bir sekilde beklenebilir. Bununla birlikte, protein
iiretim maliyeti, son derece yiiksek olmaya devam etmektedir. Yontemlerin anlasilmasi
ve deneysel kosullarin optimizasyonu, tiim diizenleyici gereksinimleri karsilarken
tiretim maliyetlerini en aza indirmek imalat sanayi i¢in kritik hale gelmektedir.
Spesifik ve etkili materyal ve yeni saflastirma yontemlerinin gelecekte yeni ve farkli

proteinlerin saflastirilabilmesine rehberlik etmesi beklenmektedir. [26]].
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Proteinler tek bir basamakta saflastirilamazlar. Bir proteini istenilen saflik derecesinde
elde edebilmek icin birden fazla saflastirma basamagina ihtiya¢c duyulur. Karisim
icinde bulunan bir proteinin spesifik olarak elde edilebilmesi icin proteini yakinen
tanimak, yapisal 6zelliklerini bilerek uygun saflastirma metodunu uygulamak gerekir.
Bir proteine ait saflastirma basamaklarindan biri, baska bir proteinin denatiire

olmasina sebep olabilir [26]].

Proteinler kararli yapida degillerdir. Proteinlerin kararligi bir ¢ok cevresel kosula,
kimyasal yap1 ve yapisal Ozelliklerine bagh olarak azalabilir. Bu sebeple protein
ayirma islemleri uygulanirken tiim bu faktorler degerlendirilerek ayirma yapilmalidir.

Saflastirma adimlarini iki gruba ayirmak miimkiindiir :[27] [28]

1. On Ayirma Yontemleri

2. Kromatografik Yontemler

2.3.1 On Ayirma Yontemleri

On ayirma yontemi, saflagtinlmak istenen proteinin bulundugu kaynaktan
koparilmasidir. On ayirma isleminde proteinler icin belli baz1 yontemler kullanilir.
Bunlardan biri ortamin pH’1in1 degistirmektir. Diger yontem ise ¢oktiirme yapmaktir .
Coktiirme isleminde tuzlar, organik polimerler ya da organik coziiciiler kullanilabilir
[29] [30]. Coktiirme yonteminde kullanilan en iyi ajanlar , SO, , CH;COO™ , K¥,
Cl-, PO,*” , Br , NO,, ClO;~ , NH,", Na* seklinde sayilabilir. Goktiirme isleminde
kullanilacak ajan se¢imini dogru yapabilmek ve yontemden iyi sonug¢ alabilmek
icin, proteinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini iyi bilmek, ¢6zeltide bulunan diger
maddelerin 6zellikleri hakkinda da bilgi sahibi olmak gerekir. Bu yontem hidrofobik
etkilesime dayanir. Katyonlar c¢ozeltideki hidrofobik etkiyi arttirarak, hidrofobik
ylizeylerin birlesmesini ve proteinlerin ¢okmesini, anyonlar ise hidrofobik etkiyi
azaltarak proteinlerin c¢ozeltide kalmasini kolaylastirirlar. Coktiirme isleminin yavas
yapilmasi, istenmeyen maddelerin ¢Okmesini engelleyerek elde edilen maddenin

daha saf olmasini saglar [[31].

2.3.2 Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisim icinde bulunan bilesikleri saflastirmak veya ayirmak icin
kullanilanilir. Birbirinden farkli ve karismayan iki fazin arasindaki dagilimi yoluyla

ayrismayi saglar. Fazlardan biri sabit digeri ise hareketlidir. [28].

Kromatografi 6zetle proteinlerin ayrilma mekanizmalarina, uygulama bicimlerine ve

faz cesitliligine gore olmak tizere 3 grupta siniflandirilir [|32]].
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Ayrilma mekanizmasina gére: Adsorpsiyon, Dagilma, Iyon degisim, Jel filtrasyon, ve
Afinite kromatografisi yontemleri uygulanir.

Uygulama bicimine gore: Diizlemsel ve Kolon kromatografisi yontemleri uygulanir.
Faz cesitliligine gore: Sivi ve Gaz kromatografisi yontemleri uygulanir.

Yapilan calismada, saflastirma yontemi olarak afinite kromatografisi se¢ilmistir ve
boliim 2.3.2.1°de afinite kromatografisi hakkinda bilgi verilmistir.

2.3.2.1 Afinite Kromatografisi

Proteinler genellikle ¢Oktiirme, ortamda pH ve iyonik siddet degisikligi, coziicli
ve polimer maddeler yardimi ile ayirilirlar.  Ancak zamanla daha hizli, basit
ve yiiksek saflastirma katsayisina ulagsmak icin yontemler aranmistir. Bu arayis
neticesinde molekiilleri biyolojik 6zelliklerine gére ayirma yontemleri gelistirilmistir.
Gelistirilen yontemlerden biri afinite kromatografisidir. Afinite kromatografisi ile
protein saflastirma yapilabilmektedir, bunun yaninda, protein ayirma ve protein
zenginlestirme islemleri de uygulanmaktadir. =~ Molekiilleri biyolojik fonksiyon
ozelliklerine gore ayirmayi1 saglayan afinite kromatografisinin bir ¢ok tiirii vardir.
Iyon degisim afinite kromatografisi, hidrofobik afinite kromatografisi, metal selasyon
afinite kromatografisi, DNA afinitesi, lektin afinitesi, antikor afinite kromatografisi gibi
bir cok afinite yontemi vardir. Yontem cesitliligi sayesinde, protein, vitamin, enzim,
karbonhidrat gibi bir cok molekiin saflastirma islemi yapilabilmektedir [33+35]].

Afinite kromatografisi hedef proteinin, spesifik ligand ile etkilesmesi yoluyla
ayrilmasini saglayan cok etkili bir kromatografik yontemdir. Bu yontem yiiksek
secicilik saglar ve kullanimi kolaydir. Bu yiizden saflastirmak istenen kaynak pek
cok farkli yonteme gore daha yiiksek saflastirma saglanarak elde edilir. Afinite
kromatografisi saflastirmak istenen proteini baglamak icin tasarlanmis olan ligandin
immobilizasyonuna dayanmaktadir, Sabit ve mobil faz kisimlari1 bulunur. Sabit faz
kat1 yada sivi olabilmektedir. Ligand sabit fazda bulunur ve protein ile etkilesimi
saglanarak tutunmasi hedeflenir. [33,36-45[]. Ligand ve saflastirmak istenen protein
arasinda, hidrofobik etkilesimler ve Van der Waals etkilesimleri olmaktadir. Ligand
ile etkilesen proteinin ayrilmasi icin ortamin iyonik kuvveti, pH degeri degistirilebilir,
ya da yarismaci bir ligand kullanilarak protein ortamdan koparilarak saflastirilabilir
[35, 46]. Kolondan koparilmak istenen proteinin kolondan ayrimi sirasinda bilesigi
denatiire etmemeli , bilesigin spesifik aktivitesinde ve fonksiyonel 6zelliklerinde
degisime neden olunmamalidir [28].



Sekil 2.4 Afinite Kromatografisinin ¢alisma prensibi [47]]

Sekil 2.4'te gosterilen resim ile afinite kromatografisinin calisma mekanizmasi

anlatilmistr.

Afinite kromatografisi, basarili bir ayrimin saglanabilmesi i¢in ligandin matrikse uygun
bir sekilde secilmesini gerektiren bir kromatografi yontemidir. Ligand seciminde secici
olmak, kolon icinde bulunan proteinin ayriminin sorunsuz bir sekilde gerceklesmesini
saglamak i¢in ¢cok onemlidir [[48]]. Bir ¢ok ligand biyolojik yapida olmasina ragmen,
ayrim icin biyolojik yapida olmayan molekiiller de tercih edilebilmektedir.. Bu
molekiiller, biyolojik yapisina bakilmaksizin yiiksek spesifiklikte veya genel amaclh
olarak iki gruba ayrilir. Yiiksek Spesifiklikteki ligandlar, tamamen hedef bilesige
yoneliktir ve bu sekilde baglanirlar. Genel amach kullanilan ligandlar daha ¢ok,
birbiriyle yakin grupta bulunan molekiillere baglanarak benzer 6zelliklere sahip
bilesikleri hedef alirlar. [28]]. Bu kromatografi yonteminde yaygin olarak kullanilan
ligandlar Tablo 2.1’de belirtilmistir.
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Table 2.1 Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar [28]]

Ligand Cesidi Ligand Tutulan Bilesik
DNAYya baglanan proteinler,
Niikleik asitler Tamamlayic niikleik asitler,
Yiiksek spesifikteki ligandlar RNAYya baglanan proteinler
Enzim inhibitorleri ve .
- Enzimler
kofaktorler
) ilaclar, proteinler, peptitler, hormonlar,
Antikorlar o
viriisler
. Glikoproteinler, polisakkaritler, sekerler
Lektinler o
glikolipidler
Sentetik boyalar Dehidrogenazlar, kinazlar

Genel Ligandlar — — -
A proteini ve G proteini | Bozulmamis antikorlar

Boronatlar Katesoller, glikoproteinler, polisakkaritler

Metal baglayic1 aminoasitler, proteinler,
Metal selatlar .
peptitler

2.3.3 Elektroforez

Elektroforez, ortamin pH'ina bagh olarak (+) veya (-) yiikle yiiklenen proteinlerin
bir elektrik alaninda ayrilmasini saglar. Bu ayrilim, biyomolekiillerin biiytiikliikleri
ve elektriksel yiikleri tarafindan yonlendirilir. Elektriksel alanda bulunan negatif
yikli tanecikler anoda dogru, pozitif yiiklii tanecikler ise katoda dogru hareket
ederler. Elektriksel alanda gerceklesen harekette molekiiliin kimyasal yapisi, sekli ve
biiyiikliigii cok onemlidir. Elektroforez, giivenli, hizli ve etkili bir ayirma i¢in yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu teknik, niikleik asitler, proteinler, amino asitler ve
peptitler gibi yiiklii molekiillerin analizinde kullanilabilir. Yiiklenmis tanecikler yiik
ve biiylikliik 6zelliklerine bagl olarak hareket ederler. Yiiklii molekiillerin hareketine

yalnizca yiik ve strtiinme etki eder [[49]] [50].

Elektroforezin kullanim alanlar1 asagidaki gibidir:

Kalitsal veya kalitsal olmayan hastalik belirlenmesinde

Molekiil kiitlesinin belirlenmesi

e Enzim izozimlerinin belirlenmesi

Saflik kontrolii yapilmasi

Protein yapilarinin aminoasit igerikleri, konformasyonlar1 ve biyiikliikleri
birbirlerinden farklidir, dolayisi ile icerdikleri net yiikler de farklidir. Elektroforezde

proteinlerin hareketi, proteinlerin icerdikleri bu net yiikler sayesinde belirlenir. [49]].
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Elektroforez Cesitleri; Kagit ve seliiloz asetat elektroforezi, Agaroz jel elektroforezi,
Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE), Ince tabaka elektroforezi olmak iizere bir dizi
farkli materyal kullanilir. Agaroz ve poliakrilamit, yapilar1 benzemese de gozenekli
jeller olusturan destek matriksleridir. Agarozun gozenekleri genis oldugu icin daha
cok molekiil kiitlesi biiylik olan protein ve molekiil kiitlesi biiyiik olan niikleik
asitlerin ayirimini yapar. Kiiciik gozenekli jeller olan poliakrilamitler, cesitli protein
ve oligoniikleotitlerin ayrilmasinda kullanilir. [49]].

Poliakrilamit jeller akrilamit ve bisakrilamitin polimerlesmesiyle olusturulmaktadir.
Tepkime vinil katilimli polimerizasyondur ve polimerizasyonun alkali pH da
etkinligi yiiksektir. ~Oksijenin varligi poliakrilamidin polimerizasyon olusumunu
zorlastirmaktadir. ~ Polimerizasyon olusumu kimyasallarin safligi, monomer ve
reaksiyon baslatici maddelerin derisimleri, sicaklik gibi faktorler etkilemektedir.
Reaksiyon amonyum perstilfat araciligiyla baslatilir. Ayrica jel yapiminda kullanilan
N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamin (TEMED) ve amonyum persiilfat jel olusumu igin
gereken serbest radikal tiretimini saglamaktadir [51]]. Bu kimyasallar kullanilarak ve
proteinleri yiiklemek iizere hazirlanan bir elektroforez jel 6rnegi asagida gosterilmistir
(Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Elektroforez Diizenegi

PAGE elektroforezi serum proteinlerini 20’den fazla bilesene ayirabilmektedir.
Poliakrilamid, polimerizasyon saglanmadan once iceriginde degisiklik yapilarak jel
gozenek boyutunun kolaylikla degistirilebildigi inert bir destek materyalidir. PAGE
yontemi ile dogal proteinlerin ayrimi saglanabilir, bunun yaninda sodyum dodesil
siilffat (SDS) kullanilarak da proteinlerin denatiirasyonu gerceklestirilerek molekiil
kiitlesi belirlenmesi amaci ile kullamlabilir. [[52]].

Elektroforez yontemi genellikle molekiiliin saflik kontroliinii yapmak ve molekiil
agirhigini tespitit etmek amaci ile kullanilir. Elektroforez yonteminde deterjan olarak
cogunlukla SDS kullanilir. Bunun nedeni, SDS’in proteinlerin bir ¢oguna molekiil
agirhig1 oraninda, iki amino asite bir molekiil SDS olacak sekilde baglanir. SDS

proteinlere baglanarak sekillerinde degisiklik meydana getirir. Cogu protein benzer
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sekilde degisiklige ugrar. Bu sayede SDS temelli elektroforez isleminde protein yapilari
ayrimlarini sadece molekiil agirligina gore gerceklestirir. Kii¢iik polipeptit yapilar
daha hizli yer degistirirler. Elektroforez sonunda proteinler, proteine baglanirken
jele baglanmayan Coomassie blue (mavisi) boyasiyla goriintiilenirler. Bu sayede

saflastirilan proteinin tespiti saglanmis olur [|52]].
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DENEYSEL KISIM

3

3.1 Arastirmada Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1 Enzim Saflastirmasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Materyaller

Enzim saflastirilmasinda kullanilan kimyasallar maddeler asagida gosterilmistir (

Tablo 3.1).

Table 3.1 Enzim saflastirilmasinda kullanilan maddeler

Madde/ Materyal Ad1/
Formiil

Kullanim Amaci

Firma/ CAS No

olarak kullanilmistir

Potasyum fosfat dibazik, Ekstraksiyon ve diyaliz Sigma Aldrich/

K,HPO, tampon ¢ozeltilerinin 7758-11-4
hazirliginda kullanilmistir.

Polietilen glikol (PEG) / Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi | Merck® /

HO(C,H,0O)aH hazirliginda kullanilmistr. 25322-68-3

Sodyum hidroksit / NaOH Calisma siiresi boyunca Merck® /
hazirlanan ¢ozeltilerin 1310-73-2
pH’larinin ayarlanmasinda ve
kontroliinde kullanilmastur.

Koomassie brillant mavi Elektroforez basamaginda Sigma Aldrich/

R-250/ C,sH44N3NaO,S, renklendirme co6zeltisinde 6104-59-2
kullanilmigtir.

2-Merkaptoetanol / SDS-PAGE elektroforezinde Merck® /

HSCH,CH,OH numune tampon ¢ozeltisi 60-24-2
bileseni olarak kullanilmistir.

L-Askorbik asit / CcHgOg Estraksiyon tamponunda Sigma Aldrich/
enzimin tersinir inhibit6rii 50-81-7
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Table 3.1 Enzim saflastirilmasinda kullanilan maddeler(devami)

Madde/ Materyal Ad1/
Formiil

Kullanim Amaci

Firma/ CAS No

Amonyum siilfat / (NH,),SO, | Enzimin ¢oktiiriilmesi amaci | Sigma Aldrich/
ile kullanilmistir. 7783-20-2
Akrilamid/bis-akrilamid, %30 | PAGE yonteminde Sigma Aldrich/
/ C;HgNO / C,H;,N,0, elektroforez jeli hazirliginda | A3574
capraz baglayici olarak
kullanilmistir
N,N,N’,N’ — Elektroforez jeli hazirliginda Sigma Aldrich/
tetrametiletilendiamin/ polimer olusumunu 110-18-9
CeH; N, hizlandirmak amaci ile
kullanilmistir
Glisin/ C,H;NO, SDS-PAGE elektroforezinde Sigma Aldrich/
yliriitme tampon ¢ozeltisinde | 56-40-6
kullanilmistr.
Koomassie brillant mavi Proteinlerin kantitatif Merck/
G250/ C,,H,4N;NaO tayininde Bradford 6104-58-1
cozeltisinde kullanilmistir
Amonyum persiilfat/ Elektroforez jeli hazirhiginda | Sigma Aldrich/
(NH,),S,04 polimerizasyon baglatici 7727-54-0
olarak kullanilmistir
Sodyum dodesil siilfat / PAGE elektroforezinde enzimi | Sigma Aldrich/
NaC,,H,5S0, denattire edici, anyonik 151-21-3
deterjan olarak olarak
kullanilmigtir.
Gliserol Cozeltisi/ Numune tampon ¢ozeltisinde | Sigma Aldrich/
HOCH,CH(OH)CH,OH kullanilmigtir. 56-81-5
Bromfenol Mavisi/ Elektroforez islemlerinde AFG Bioscience/
C,oH;(Br,05S renklendirme ¢ozeltilerinde 115-39-9

kullanilmistir.

Metanol/ CH;OH

SDS-PAGE elektroforezinde
renk acma ¢ozeltisinde

kullanilmistir

Tekkim/ 67-56-1

Asetik Asit, 80%/ CH;COOH

SDS-PAGE elektroforezinde
renk agma ¢ozeltisinde

kullanilmistir

Tekkim/ 64-19-7

15




Table 3.1 Enzim saflastirilmasinda kullanilan maddeler(devami)

Madde/ Materyal Ad1/
Formiil

Kullanim Amaci

Firma/ CAS No

Tris-BASE/ C,H;;NO, SDS-PAGE elektroforezinde Sigma Aldrich/
tampon cozelti olarak 77-86-1
kullanilmistir

Sukroz/ C;,H5,04; Native PAGE elektroforezinde | Biyokimya
renklendirme ¢ozeltisi olarak | arastirma
kullanilmastir. laboratuvarindan

temin edilmistir.

Diyaliz Membrani

Enzim saflastirilmasinda
diyaliz isleminin

gerceklestirildigi materyal.

Isolab

Afinite Kromatografi Kolonu

Enzim saflastirilmasinda

afinite kolon materyali

Sigma Aldrich

3.1.1.2 Jel Sentezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Jel sentezinde kullanilan kimyasallar maddeler asagida gosterilmistir. (Tablo 3.2).

Table 3.2 Jel sentezinde kullanilan kimyasal maddeler

Madde/ Materyal Adi1/ Formiil

Jel Sentezinde Kullanim

Firma/ CAS No

Amaci
Siyanojen bromiir/ CNBr Destek materyalinin Sigma Aldrich/
aktiflestirilmesi amaci ile 506-68-3
kullanildi.
Sodyum bikarbonat/ NaHCO, Yikama ¢ozeltisi olarak Sigma Aldrich/
kullanildi. 144-55-8
Sefaroz-4B Stok karisimi olarak Sigma Aldrich/
kullanildi. 9012-36-6
4-Aminobenzoik asit/ PFO enzim ligandi olarak Sigma Aldrich/
H,NC¢H,CO,H kullanildi. 100536
L-Tirozin/ Uzant1 kolu olarak Sigma Aldrich/
4-(HO)C¢H,CH,CH(NH,)CO,H | kullanildi. 60-18-4
Sefaroz-6B Stok karisimi olarak Sigma Aldrich/
kullanildi. 9012-36-6
Sodyum Nitrit/ NaNO,, Ligand ¢ozeltisi bileseni Sigma Aldrich/
olarak kullanildi. 7632-00-0
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3.1.1.3 Enzim Karakterizasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Enzim karakterizasyonunda kullanilan kimyasallar maddeler asagida gosterilmistir

(Tablo 3.3).

Table 3.3 Enzim karakterizasyonunda kullanilan kimyasal maddelerin temin
edildikleri firma ve Cas Numaralar

Madde/ Materyal Adi1/ Formiil | Enzim Karakterizasyonunda Firma,/ CAS No
Kullanim Amaci
Kafeik Asit/ PFO enziminin aktivatorii olarak | Sigma Aldrich/
(HO),CxH3;CH=CHCO,H kullanildi. 331-39-5
4-Metil katekol/ PFO enziminin aktivatorii olarak | Sigma Aldrich/
CH5;CgH3;-1,2—(OH), kullanildi. 452-86-8
Pirogallol / CgH3(OH)4 PFO enziminin aktivatorii olarak | Sigma Aldrich/
kullanildi. 87-66-1
1,2-Dihidroksibenzen (Katekol) PFO enziminin aktivatorii olarak | Sigma Aldrich/
> %99 saflikta/ kullanildi 452-86-8
CgH,—1,2— (OH),
Di Sodyum Hidrojen Fosfat Saflastirma ve karakterizasyon Merck®/
Dihidrat/ Na,HPO, -2H,0 basamaklarinda aktivite ve 10028-24-7
dengeleme tampon ¢ozeltileri
olarak kullanildi

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin isimleri, marka ve kullanim amaclari ile birlikte Tablo

3.4’ te verilmistir.

Table 3.4 Arastirmada kullanilan cihazlar, markalari ve kullanim amaclar1

Cihazin Ad1

Cihazin Markasi

Kullanim Amaci

pH Metre Thermo Scientific Cozeltilerin pH ayarlamasi ve pH
kontrollerin yapilmasi amaci ile
kullanildi.

SDS-PAGE ve Native elektroforez

Elektroforez  Sis- | Bio-Rad

temi islemlerinde kullanildi.
Isiticith  Manyetik | ARE Heating magnetic stirrer, Tiim ¢ozeltilerin
Karnstiric VELP Scientifica karistirllmasinda ve gerekli

1sitma islemlerinde kullanild:.

Vortex Karistirici DLab MX-S Cozeltilerin karistirilmasi

amaciyla kullanildi.
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Table 3.4 Arastirmada kullanilan cihazlar, markalari ve kullanim amaclar1 (devami)

Cihazin Ad1 Cihazin Markasi Kullanim Amaci

Hassas Terazi Daihan Turkey Tiim kat1 maddelerin tartimi igin
kullanildi.

Otomatik Pipet Isolab 0.5-1000 pg hacminde sivi
maddelerin 6l¢limii i¢in
kullanildi.

UV-VIS  Spektro- | Shimadzu UV-VIS Tiim kinetik ol¢timlerde goriiniir

fotometresi Spectrophotometer-2600 bolgede gerceklesen
reaksiyonlarda dedektér amaci
ile kullanildi.

Termometre Isolab Optimum sicaklik calismasinda

sicaklik degerinin
goriintiilenebilmesi icin
kullanildi

Santriifiij Beckman Coulter Allegra X-30R | Enzimin saflastirma

basamaklarinda kullanildi.

El Blender1 Arnica Orbital Enzim saflastirma stirecinde
ekstraksiyon basamaginda enzim
homojenati olusturmak icin
kullanildi.

Saf Su Cihaz1 Elga Distile su tedariginde kullanildi

3.2 Arastirmada Kullanilan Tampon Co6zeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1 Enzim Ekstraksiyonunda Kullanilan Tampon Gozeltiler

* Ekstraksiyon tampon cozeltisi: Son hacim 300 mL olacak sekilde distile su ile
cozelti hazirlandi. Bilegenler 1x 10~ M K,HPO, (5,2254 g), 1,5 g PEG ve 1x102
M askorbik asit (0.528 g) miktarlarda tartildi. 1 M HCl ile pH 7.3’e ayarlandu.

* Diyaliz tampon c¢oOzeltisi: Son hacim 1 L olacak sekilde distile su ile ¢ozelti
hazirlandi. Bilesenler 5 mM K,HPO, (0.87 g) miktarda tartildi. 1 M HCI ile
pH 6.3’e ayarlandi.

3.2.2 Optimum Kosul Olciimlerinde Kullanilan Substrat Cozeltilerinin Hazirlan-
masl

* Katekol Cozeltisi: Son hacim 1 mL olacak sekilde ilgili tampon ile ¢oziildi.
Bilesen 1x10~! M Katekol (0.0110 g) miktarda tartildi.
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* 4-Metil Katekol Cozeltisi: Son hacim 1 mL olacak sekilde ilgili tampon ile
¢oziildii. Bilesen 1x10~! M 4-Metil katekol (0.0124 g) miktarda tartilds.

* Pirogallol Cozeltisi: Son hacim 1 mL olacak sekilde ilgili tampon ile ¢oziildi.
Bilesen 1x10~! M Pirogallol (0.0126 g) miktarda tartildi.

» Kafeik Asit Cozeltisi: Son hacim 1 mL olacak sekilde ilgili tampon ile ¢oziildi.
Bilesen 1x10~! M Kafeik Asit (0.0180 g) miktarda tartildi

3.2.3 Optimum Tampon Coézelti Konsantrasyonunun Belirlenmesi icin Kul-
lanilan Tampon Gozeltiler

Optimum tampon ¢dzelti konsantrasyonunun belirlenebilmesi icin 25’er mL 5x1073 M,
1x1072 M, 2x1072 M, 5x1072 M, 1x10~! M, 2x10~* M, 3x10~! M Di Sodyum Hidrojen
Fosfat Dibazik(Na,HPO, - 2H,0) tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir.

* Tampon Cozelti: Son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandi.
Bilesen 5x10~2 M Na,HPO, - 2H,0 (0.0222 g) miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH
6.8’e ayarlandi.

* Tampon Cozelti: Son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandi.
Bilesen 1x10~2 M Na,HPO, - 2H,0 (0.0445 g) miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH
6.8’e ayarlandi.

* Tampon Cozelti: Son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandi.
Bilesen 2x10~2 M Na,HPO, - 2H,0 (0.0890 g) miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH
6.8’e ayarlandi.

* Tampon Cozelti: Son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandi.
Bilesen 5x10~2 M Na,HPO, - 2H,0 (0.2225 g) miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH
6.8’e ayarlandi.

* Tampon Cozelti: Son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandu.
Bilesen 1x10~! M Na,HPO, - 2H,0(0.4450 g) miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH
6.8’e ayarlandi.

* Tampon Cozelti: Son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandu.
Bilesen 2x10~! M Na,HPO, - 2H,0 (0.8890 g) miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH
6.8’ ayarlandi.

* Tampon Cozelti: Son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandu.
Bilesen 3x10~! M Na,HPO, - 2H,0(1.3350 g) miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH
6.8’e ayarlandi.
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3.2.4 Optimum pH Degerinin Belirlenmesi i¢cin Hazirlanan Tampon Co6zeltiler

PFO’nun optimum pH degerinin belirlenebilmesi icin sirastyla
4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.3-6.8-6.9-7.0-7.2-7.5-8.0-8.5 pH degerlerine sahip
Na,HPO, - 2H,0 tampon ¢ozeltileri hazirlanda.

3.2.,5 Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi icin Hazirlanan Tampon

Cozeltiler
PFOnun  optimum  sicaklik  degerinin  belirlenebilmesi icin  sirasiyla
4°C-10°C-15°C-25°C-37°C-40°C-50°C-60°C-70°C  sicaklik  degerlerine  sahip
Na,HPO, - 2H,0 tampon ¢ozeltileri hazirlandu.

3.2.6 Afinite Jelinin Hazirlanmasinda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Yikama Cozeltisi: 1x10~! M NaHCO, tampon ¢ozeltisi i¢cin son hacim 500
mL olacak sekilde distile su ile ¢6zelti hazirlandi. Bilesen (4.2005g) NaHCO,
miktarda tartildi. 1 M NaOH ile pH 10’a ayarlandi.

* 2. Yikama Cozeltisi: 2x10~* M NaHCO, tampon ¢ozeltisi icin son hacim 500
mL olacak sekilde distile su ile ¢ozelti hazirlandi. Bilesen (4.2005 g) NaHCO,
miktarda tartildi. 1 M NaOH ile pH 8.8’e ayarlandi.

* 3. Yikama Gozeltisi: 1x10~2 M Na,HPO, - 2 H,0 tampon cozeltisi icin son hacim
500 mL olacak sekilde distile su ile ¢ozelti hazirlandi. Bilesen (0.8899 g)
Na,HPO, - 2H,0 miktarda tartildi. 1 M HCl ile pH 6.0 ’ya ayarlandu.

* 4M NaOH cozeltisi: 16g NaOH tartilarak 100 mL distile su icerisinde ¢6ziindii.

* Uzant1 Kolu Cozeltisi: (4,1 mM) L-Tirozin 0,015g tartildi ve 20 mL 1.yikama
¢ozeltisinde ¢oziindi.

» Spesifik Ligand Cozeltisi: (18mM) p-aminobenzoik asit 25 mg tartilarak 10
mL 1M HCl ile ¢6ziindd. (72 mM) sodyum nitirit (NaNO,) 0°C‘de 5SmL distile
suda ¢oziindii. Hazirlanan sodyum nitrit 75 mg p-aminobenzoik asit ¢ozeltisine

damla damla ilave edildi.

3.2.7 Afinite Kromatografisi ile Saflastirma Isleminde Kullanilan Tampon

Cozeltiler

* Dengeleme ve Yikama Tampon Cozeltisi: 5x10~2 M Na,HPO, - H,O Son hacim
1L olacak sekilde (8.8995 g) tartild1 ve distile suda ¢6ziindii. 1 M HCl ile pH 5’e

ayarlandi.
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* Eliisyon Tampon Coézeltisi: 5x10~2 M Na,HPO, - H,O + 1M NaCl Son hacim 500
mL olacak sekilde sirasiyla 4.4498 g Na,HPO, - H,O ve 29.22 g NaCl tartild1 ve
distile suda ¢oziindii. 1M HCl ile pH7’ye ayarlandi.

3.2.8 Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullanilan Bradford Cozeltisi

50 mL %95’lik etanol icerisinde Oncelikle 100 mg Koomassie Brillant Mavi (KBM)
G250 ¢oziildii, ardindan ¢ozeltiye 112 mL %85’lik fosforik asit ilave edilerek 1 Lye
seyreltildi.

3.2.9 SDS-PAGE Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

* 1.5 M Tris-BASE: Son hacim 50 mL olacak sekilde (9.0855 g) Tris-BASE tartild1
ve distile suda ¢oziindii. 1 M NaOH ile pH 8.8’e ayarlandi.

* %10 SDS Cozeltisi: 1 mL distile su icinde 0.1 g SDS ¢6ziindii.

* %10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi: 1 mL distile su icinde 0.1 g amonyum

persiilfat ¢oziindii.

* 0.5 M Tris-BASE: Son hacim 50 mL olacak sekilde (3.0285 g) Tris-BASE tartild1
ve distile suda ¢oziindii. 1 M HCl ile pH 6.8’e ayarlandi.

* Yiiriitme Tampon Cozeltisi: 1.5 g 0,02M Tris-BASE, 7.2 g 0,19M glisin ve 0.5 g
3,5x1073M SDS tartildi ve son hacim 1 Lye tamamlandi.

e Hizli Boyama Cozeltisi: 0.0015 g KBM G250 tartilarak 2,5 mL asetik asitte

¢oziindii ve distile su ile 25 mL'ye tamamland.
* Hizli Yikama Cozeltisi: 25 mL asetik asit distile su ile 250 mLye seyreltildi.

* Boyama Cozeltisi Sabitleyici: Bantlarin net gozlenebilmesi amaciyla jelin
hizli boyama c¢ozeltisinde bekletilmesinden Once sabitleyici boyama c¢ozeltisi
kullanildi. Bu amagla 2,5 mL asetik asit ve 6,25 mL izopropanol eklenerek distile

su ile 25 mLl'ye tamamlandi.

3.2.10 Native-PAGE Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

* Alt Elektroforez Tanki Tampon Cozeltisi: Son hacim 1 L olacak sekilde 63 mM
Tris-BASE icin 7.63 g Tris-BASE tartildi ve distile suda ¢6ziindii. 1 M HCl ile pH
7.5’a ayarlandu.
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o Ust Elektroforez Tanki Tampon Cozeltisi: 37.6 mM Tris-BASE, 40 mM glisinden
olusur. Son hacim 1 L olacak sekilde 4,56 g Tris-BASE ve 3 g glisin tartildi ve
distile suda ¢oziindii. 1 M NaOH ile pH 8.9’a ayarlandi.

* %10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi: 1 mL distile su ile 0.1 g amonyum persiilfat

¢oziindii.

* Ayirma Jeli Tampon Cozeltisi: Son hacim 100 mL olacak sekilde 947 mM
Tris-BASE icin 11.47 g Tris-BASE tartild1 ve distile suda ¢oziindii. 1 M NaOH
ile pH 8.5’a ayarlandu.

* Ayirma Jeli Monomer Cozeltisi: %30 Akrilamid-bis-akrilamid ¢ozeltisi

* Siikroz Boya Cozeltisi: 5 g siikroz ve 0.01 g bromfenol mavisi tartilarak 10 mL

icerisinde ¢oziindii.

3.3 Musmuladan (Mespilus germanica) PFO Enziminin Kismen
(KSP) Saflastirilarak Elde Edilmesi

Bu calismada saflastirilmak istenen enzim icin kaynak olarak musmula meyvesi tercih
edilmistir. Deney boyunca kullanilan meyvenin tamamu tek bir yerden temin edilmis
olup Tiirkiye’nin Bursa iline aittir. Saflastirma isleminin ilk basamagi olan ham ekstrakt
hazirlik asamasinda musmula meyvesinin aktivite kayb1 yasamamasi icin meyve +4
°C’de muhafaza edildi. Analiz icin muhaza edilen musmula meyvesinin ¢ekirdekleri
ayrilarak 150 g tartildi ve hazirlanan 300 mL ekstraksiyon tampon c¢ozeltisine
ilave edildi. Ev tipi blender ile homojenizasyonu gerceklestirildi. Homojenizasyon
asamasinda blender beher icinde sabit kalacak sekilde parafilm ile sarilarak aktivite
kaybina sebep olan oksijen ile temas minimuma indirildi. Numunenin siiziilmesi
icin renksiz iki kath tiilbent kullanildi. Siizme islemi sonunda homojen formda
ekstrakt elde edilmis oldu. Elde edilen ekstrakt falkon tiiplere dolduruldu (Sekil
3.1). Icerdigi seliiloz ve liflerden arindirilmasi amaci ile +4 °C’de 4000 rpm’de 5
dk boyunca santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij sonunda yabanci madde, seliiloz
ve lifler ¢cokelek kisminda bulunurken enzim siipernatant kisma alinarak saflastirma

basamaklarinda kullanilmak tizere ayrildi.

3.3.1 (Mespilus germanica) KSP Enziminin Amonyum Siilfat ile Coktiiriilmesi

Amonyum Siilfat ile coktiirme yapilmasi i¢in gerekli olan amonyum siilfat miktar1 ham

ekstraktin santrifiij sonras1 hacmine bakilarak asagidaki esitlikle hesaplanmistir. (3.1)
g(NH,),S0,=[1,77xVx(S2—S1)]/3.54—52 (3.1)
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Sekil 3.1 Ham ekstraktta istenmeyen madde ve yabanci maddelerin santrifiij ile
uzaklastirilmasi

V: slipernatant hacmi
S1: 1/mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S2: 1/istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Ham ekstrattan elde edilen enzim homojenatini saflastirmaya devam etmek amaciyla,
amonyum siilfat ile proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Bu islem +4 °C’de buz
banyosu icinde yapildi. Enzimin bulundugu kabi 1siktan korumak amaci ile folyo
kullanildi, oksijen temasini kesmek icin de parafilm ile sarildi, boylece aktivite kaybi
en aza indirilmis oldu. Coktiirme isleminde istenmeyen proteinlerin ¢cokmesine firsat
vermemek adina amonyum siilfat yavas yavas ilave edildi. Tuz ilavesi yapilan tim
siirec boyunca ekstrakt manyetik karistirici ile siirekli olarak karistirildi. Son tuz ilavesi
yapildiktan sonra minimum 30 dk daha karisim saglandi ve 70 dakika boyunca +4 °C
10.000 rpm’de santrifiije alindi. (Sekil 3.2)

3.3.2 (Mespilus germanica) KSP Enziminin Diyaliz Edilmesi

Santrifiij sonrasi ¢okelek, minimum miktarda ilave edilen diyaliz tampon ¢ozeltisi ile
¢oziildii. Goziilen numune icerisinde fazla tuz ve PFO enzimi bulunmaktadir. Fazla
tuzu ve safsizliklar1 gidermek amaci ile diyaliz islemi yapildi . Oncelikle, elde
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Sekil 3.2 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonras: enzim c¢okelegi

edilen siipernatan miktarina uygun uzunlukta diyaliz torbasi kesildi ve bir ucu ip ile
sikica baglandi. Acik olan kisimdan ¢6ziilen numune dolduruldu ve bu kisim da ip ile
sikica baglandi. 1 litre diyaliz tamponu icerisine yerlestirildi (Sekil 3.3 ). Diyaliz islemi
+4 °C’de manyetik karistiric1 iizerinde yapildi. Diyaliz tamponunun, ilk degisimi
30 dk ve ikinci degisimi 12 saat sonra yapildi. Toplam 16 saat siiren diyaliz islemi
tamamlandi. Elde edilen diyaliz numunesi diger analiz siireclerinde kullanilmak tizere
+4 °C’de saklandi.

Sekil 3.3 Diyaliz islemi ile tuzun uzaklastirilmasi

3.4 Afinite Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Afinite Kromatografisinde kat1 destek materyali olarak kullanilmak {izere Sefaroz
4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit ve Sefaroz 6B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit jelleri
boliim 3.4.1° de belirtilen basamaklara gore sentezlendi.
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3.4.1 Afinite jel sentezi

+4 °C’de saklanan sefaroz 4B maddesinden 10 mL alindi. Sefaroz 4B, etanol icerisinde
saklandig1 icin soguk distile su ile dekante edildi. Ayniislem 4 defa tekrarlandi. Alinan
Sefaroz 4B tizerine esit hacimde distile su ilave edildi. Sefaroz 4B iizerinde bulunan
hidroksil gruplarini, -OCN haline getirerek aktiflestirmek icin , uygun ortam 1sis1
saglanarak yaklasik 4 g (denge konsantrasyonu 72 mM) CNBr eklendi. Bu etkilesim
sirasinda ortam pH’1 siirekli diistiigii ve reaksiyon pH 11’de gerceklestigi icin diisen
pH degerini 11’e getirmek amaciyla ortama stirekli 4M NaOH ilavesi yapildi. CNBr
ile sefaroz 4B etkilesiminden sonra fazla CNBr ; hazirlanmis olan pH 10, 1x10~'M
NaHCO, yikama cozeltisi ile yikandi. Yikama sonrasinda tirozin ¢ozeltisi eklendi ve
4M NaOH ile pH 9.5’e sabitlenerek 3 saat boyunca oda sicakliginda karistirilmasinin
ardindan bir gece +4 °C’de birakildi. Jel, buchner hunisi iizerinde, 1 L soguk distile
su ile yikandi. Yikama iglemine 100 mL 0,2M pH:8,8 NaHCO, tampon ¢ozeltisi ile (2.
yikama ¢o6zeltisi) devam edildi. Yikanan jel 40 mL 2.yikama ¢ozeltisi icerisine alindi.
Hazirlanan spesifik ligand ¢ozeltisi bekletilmeden iizerine ilave edildi, pH1 9.5a
ayarlanan ¢ozelti diazolama reaksiyonunun tamamlanmasi icin 3 saat oda sicakliginda
karistirildi. Bu siire sonunda hazirlanan jel siizgec kagidina alindi ve sirasiyla 1L distile
su, 200 mL, 1x10~>M Na,HPO, pH 6 tampon cozeltisi ile (3. yikama ¢ozeltisi) yikandi.
Yikanan jel siizge¢ kagidindan alinarak, 1x10~2M Na,HPO, pH 6 tampon cozeltisi
icerisinde +4 °C’de muhafaza edilmek iizere buzdolabina kaldirildi. Ayni islemler

Sefaroz 6B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit jel sentezi icin de tekrar edildi.

3.4.2 Afinite Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Sentezlenen Sefaroz 4B ve 6B jelleri kolona yiiklendi. Numuneyi kolona yiiklemeden
once jeli dengelemek amaci ile hazirlanmis olan (0,05M Na,HPO,-2H,0 pH:5)
dengeleme tamponundan gecirildi. Bu isleme jel dengelenene kadar devam edildi.
Jelin dengelendigini anlamak icin UV-vis spektrofotometrede 280 nm’de protein
absorbans degerinin 0.02 altina diismesi beklendi. Istenilen absorbans degeri
goriildiikten sonra 10 mL diyaliz numunesi kolona yiiklendi. Numune icerisinde
bulunan enzimin jelde bulunan ligandina tutunmasini saglamak adina yiiklenen
numunenin akis hiz1 10 saniyede 1 damla olacak sekilde ayarlandi. Jeli kurutmadan
kolon icinde bulunan tiim diyaliz numunesi kolondan akitildi, bu sayede enzim
ligandina tutunmus oldu. PFO disinda liganda tutunan diger proteinleri ayirmak
icin kolona yikama tampon c¢ozeltisi (0,05M Na,HPO,-2H,0 pH:5) uygulandi.
Dengeleme basamaginda oldugu gibi UV-vis spektrofotometrede 280 nm’de 6l¢iim
alindi ve protein absorbans degerinin 0.02 altina diismesi beklendi. Absorbans degeri
0.02’nin altina diistiikten sonra son olarak hazirlanan (0,05M Na,HPO,-2H,0, 1M
NaClI pH:7) eliisyon tampon ¢6zeltisi kolona yiiklendi, ortamin pH degeri degistirilerek

25



kolondan ayrilan Mespilus germanica PFO enziminin saflastirilmasi saglandi.

3.5 Bradford Yontemi ile Enzim Miktarinin Tayini

Bradford yontemi, karisim icinde olan bir proteinin, protein konsantrasyonun
hesaplanmasi amaci ile uygulanan yontem cesididir. Kolay ve hassas bir yontemdir.
Teknik olarak asidik pH’a sahip bir ortamda, protein varliginda KBM G-250 boyasinin,
absorbans kaymasiyla olusan 6l¢iimiine dayanan tayin yontemidir [[54]]. Absorbansta
meydana gelen kayma, kirmizi forma sahip olan boyanin, baglanan protein sebebi ile
renginin maviye donmesi ile gerceklesir. KBM G-250 boyasi eslenmemis elektronlarini
proteine vererek proteinin sahip oldugu hidrofobik kisimlar1 aciga cikarir. Bu sirada
bu kisimlar van der Waals kuvvetlerinin etkisi ile KBM G-250'nin apolar kisimlarina
baglanir ve meydana gelen mavi yapiy1 kuvvetlendirir. Protein miktarindaki artis orani
ile mavi renkteki renk yogunlugu orantili olarak artar. Olusan mavi yapinin maksimum
dalga boyu 595 nm’de verilir. [[52]. Bradford yontemi ile enzim miktar1 tayini igin
deneysel kisim 3.2.8’de belirtilen KBM c¢o6zeltisi hazirlandi. Bradford cozeltileri igin
595nm’de UV-vis spektrofotometrede dl¢iim alindi ve protein miktarinin belirlenecegi
sigir serum albiiminden (SSA) protein c¢ozeltileri hazirlandi. Bunun igin, SSA
cozeltisinden (1mg/1mL) tiiplere ayri ayri1 0.59pug/mL-19.611g/mL konsantrasyon
araliginda toplam hacim 5.1mL olacak sekilde her bir tiipe 5mL KBM G-250 reaktifi
ilave edildi ve vorteks yardimi ile karisim homojen hale getirildi. Standart dogru
ve On saflastirma basamaklari icin 100pL distile su ve afinite sonucunda elde edilen
eliisyon tiipleri icin ise ayni hacimde eliisyon tampon cozeltisi icerisine ayr1 ayri
5mL KBM G-250 boyasi ilavesi edilerek bu ¢ozeltiler kor ¢ozeltileri olarak kullanildi.
10 dk zamanlayic1 ayarlanarak, reaktif kor cozeltisine karsi standart ¢ozeltiler ve
konsantrasyonu bilinmeyen enzim ¢ozeltisi i¢cin 595nm’de absorbans 6l¢timleri alindi.
Standart c¢ozelti absorbanslarina karsilik gelen standart konsantrasyonlarindan yola
cikilarak standart dogru grafigi olusturuldu. Grafikte okunan absorbansa denk gelen
protein miktarlar1 bulundu. Okunan standart dogru grafiginden y=mx+n esitliginde
y yerine Mespilus germanica PFO enziminin absorbans degeri yazildi1 ve bu degere

karsilik gelen protein miktar1 (x) hesaplanmis oldu.

3.6 Musmula PFO Enziminin Aktivitesi

PFO enziminin aktivitesi sirasiyla 1x10~'M katekol, 4-metil katekol, progallol ve
kafeik asit kullanilarak PFO aktivite metoduna gore spektrofotometrik olarak tayin
edildi . Aktivite ol¢iimii icin aktivite tamponu, substrat (1x107'M) ve enzim
cozeltilerinden sirasiyla 24101L/390pL/200uL eklenerek 420nm‘de kor c¢ozeltiye
kars1 absorbansda bir dakikada meydana gelen degisim Olciildii [[55[]. PFO enzimi icin
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1 enzim Unitesi (1EU), reaksiyonun gerceklestigi kiivette 1 dakika siiresinde olusan
0,001‘lik absorbans artis1 olarak tanimlandi. [[56]] Toplam 3mL’lik reaksiyon hacminde
kullanilan enzim miktar1 0,2mL oldugundan, enzim ¢ozeltisi 15 kat seyreltilmis oldu.

Bu seyrelme faktorti aktivite hesabinda ¢arpim faktorti olarak dikkate alindi.

3.7 Musmula PFO Enzimi Karakterizasyon Calismalari

Musmula meyvesi KSP enziminin optimum kosullarinin belirlenmesi amaglanarak
optimum substrati belirlendi. Bunun i¢in 0.1 M PFO aktivite tampon ve
substrat cozeltileri 13mM denge konsantrasyonlarinda hazirlanarak sirasiyla
tampon/substrat/enzim 2410pL/390uL/200uL hacimlerde reaksiyon kiivetine ilave
edilerek 420nm’de 6lciimler yapildi. Buradan optimum substrat belirlendikten sonra
sirastyla (5x107° M-5x10"' M) arahginda 8 farkh tampon ¢6zelti konsantrasyonu,
(4-8,5) pH araliginda 13 farkli pH’da tampon ¢ozelti ve (4°C-70°C) sicaklik araliginda
9 farkli sicaklikta tampon c¢ozelti ile calisildi. Optimum kosullarin calisildig: her bir
kisimda bir 6nceki optimum kosul basamaginda elde edilen optimum sonug dikkate
alinarak ilerlendi. Belirlenen optimum tampon konsantrasyonu, pH ve sicaklik
degerlerindeki tampon c¢ozelti hazirlanarak, saflastirma tablosu olusturulmasinda
ve farkli zaman araliklar i¢in enzim depolama 6l¢timiinde aktivite tamponu olarak
kullanildi.

3.8 Musmula PFO Enziminin Kinetik Sabitlerinin (Ky;, V,.,) Be-
lirlenmesi ve %Verim, Spesifik Aktivite ve Saflastirma Dere-
cesinin Hesaplanmasi

Saflastirilan PFO enziminin Lineweaver-Burk grafigini cizebilmek icin 420nm’de
PFO’nun farkli substrat konsantrasyonlarinda yapilan aktivite 6l¢iimiine ait sonuclar,
1/V (U/dk) ve 1/[S] (M) degerleri kullanildi. Elde edilen dogrunun X ve Y eksenleri
kesisim noktasindan enzimin kinetik sabitleri hesaplandi. Enzim aktivitesi spesifik
aktivite ile aciklanir. Toplam proteinin mg basina, belirli sartlar altinda ve belirli bir
siirede enzim tarafindan olusturdugu iirlin miktaridir [57]]. Bu yiizden saflastirma
basamaginin hesaplanmasi icin toplam hacim, enzim o6ziitiiniin ilgili basamaktaki
1mL'deki enzim aktivite degeri ve toplam protein miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen
verilerle % verim ve saflastirma derecesini gosteren bir tablo olusturuldu. Olusturulan
tablo sonugclar kisminda Boliim 4.1.7 de gosterilmistir. Enzim 6ziitiiniin bulundugu
basamaga ait toplam aktivitesinin toplam protein miktarina orani hesaplanarak
spesifik aktivite degeri bulundu. Verim hesaplamasinda ise, ilgili saflastirma

basamagina ait toplam aktivite miktari, ham enzim Ooziitiiniin toplam aktivite
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degerine boliinerek yiizde hesaplamasi yapildi ve % verim sonucuna ulasildi. Verim
hesaplamasinda her basamak baslangic basamagi referans alinarak degerlendirildi.
Saflastirma derecesi hesaplanirken ise, her basamakta hesaplanan spesifik aktivite

sonucu ilk basamakta hesaplanan spesifik aktivite sonucuna béliinerek bulundu.

3.9 Musmula PFO Enziminin Molekiil Agirliginin Belirlenmesi ve
Saflik Kontroliinde Kullanilan Elektroforetik Yontemler

Molekiil agirligi ve saflik kontroliinii saglamak icin SDS-PAGE ve Native-PAGE
metodlar1 uygulandi.

3.9.1 SDS-PAGE jel elektroforezi

KSP enzim ozutinin molekil kiitlesini belirlemek amaci ile SDS-PAGE Jel

Elektroforezi yapilmistir.

Table 3.5 Elektroforezde kullanilan ayirma jeli bilesenleri ve miktarlari [58]

SDS-PAGE Elektroforezi Ayirma Jeli Bilesenleri Miktar:
Akrilamid/Bisakrilamid (%30) cozeltisi 2.37 mL.
Distile su 2.87 mL
(1,5 M) (pH:8.8) Tris-HCI tampon ¢ozeltisi 1.8 mL
%10’luk SDS c¢ozeltisi: 0.1g SDS/1 mL 70 pL
TEMED (N,N,N’ N’-Tetrametil etilendiamin) 4 L
%10’luk Amonyum persiilfat (APS)0.1 g APS/1 mL 110 pL

Bu islem icin ilk olarak elektroforez diizenegine ait plakalar temizlendi ve
sabitlenerek arasina yukarida (Tablo 3.5) belirtilen miktarlarda olabildigince hizli
hazirlanan ayirma jeli yiiklendi. Jel yiiklemesi yapilan plakalar elektroforez tankina
yerlestirilerek, plakalar tamamen icinde kalacak sekilde yiiriitme tampon ¢ozeltisi ile
dolduruldu. Bu islemlerderden sonra Tablo 3.6’da belirtilen bilesen miktarlar ile
hazirlanan numune tampon ¢ozeltisi ile elektroforez yapilacak 6rnekler 1:1 oraninda
karistirlldi.  Numune tampon c¢oOzeltisinde bulunan f-merkaptoetanol yardimiyla
enzimdeki distilfit baglar1 parcalandi ve ardindan bu karisim 5 dakika boyunca 100
°C’de 1sitilarak denatiire edildi.
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Table 3.6 SDS-PAGE numune tampon ¢ozeltisi bilesenleri [[58]]

Numune Tampon Cozeltisinin Bilesenleri Miktar:
Bromfenol mavisi 001g
0,5M Tris-BASE (pH=6,8) tampon ¢0zeltisi 2.5 mL
%10’luk SDS c¢ozeltisi, %(w/v) 4 mL
p-merkaptoetanol 1 mL
Distile Su 0.5 mL
Gliserol 2 mL

100°C’de denatiire olan ve numune tampon ¢ozeltisi ilave edilen enzim ¢ozeltisinden
30 pL alinarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Alt elektroforez tankina ise yiiriitme
tampon c¢ozeltisi eklendi, ve akim ilk 30 dk 80W, devam eden tiim siire boyunca
150W’a ayarlanarak devam edildi. Elektroforez tankindan cikarilan jel sabitleyici

boyama ¢ozeltisi igerisine konuldu.

3.9.2 Native-PAGE Jel Elektroforezi

Afinite kromatografisi yoluyla saflastirilan ve diyaliz yontemi ile kismen saflastirilan
PFO enziminin alt birim veya birimleri olup olmadigin1 kontrol etmek amaciyla
Native-PAGE uygulanmistir. Bunun icin ilk olarak elektroforez plakalar1 arasina Tablo
3.7’de belirtilen %15 T, %5 Cbis ayirma jeli bilesenleri olabilidigince hizli hazirlanarak
yiiklendi.

Table 3.7 Native-PAGE isleminde kullanilan ayirma jeli bilesenleri [58]]

%15 T, %5 Cbis Ayirma Jeli Bilesenleri Miktar:
Monomer Cozeltisi 3.75 mL
Ayirma Jeli Tampon Cozeltisi 2.5 mL
Amonyum persiilfat 250 pL
TEMED 20 uL
Distile Su 2.5 mL 2.5 mL

Tablo 3.7’de belirtilen Monomer Cozeltisi: %30 Akrilamid-Bisakrilamid ¢ozeltisi ve
Ayirma Jeli Tampon Cozeltisi 947mM Tris-BASE, 0,289N HCI, pH:8,5 konsantrasyon

ve belirtilen pH’larda hazirlanarak kullanilmistir.

Plakalar arasina yiiklenen Native-PAGE jeli polimerlestikten sonra iist tank ve alt tank
tamponlari dolduruldu. Siikroz ¢ozeltisi enzim ¢ozeltileri ile 1:3 oraninda karistirildi

ve olusan kuyucuklara yiiklendi.
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Akim ilk 30 dk 80W, devam eden tiim siire boyunca 150W’a ayarlanarak devam
edildi. Elektroforez tankindan cikarilan jel renklendirme icin optimum kosullarinda

hazirlanmis 1x10~ M katekol ¢ozeltisi icerisine konuldu.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonugclar

4.1.1 Musmula (Mespilus germanica) PFO Enziminin Kismen (KSP)
Saflastirilarak Elde Edilmesi

Metod 3.3.1.’de anlatildig1 gibi ilk santrifiij islemi yapilan ham ekstraktin, seliiloz, lif
ve istenmeyen safsizliklarinin ¢okelek olusturularak uzaklastirilmasi ile elde edilen
siipernatant hacmi 250 mL olarak olciilmiistiir. Elde edilen bu siipernatant hacmi

¢oktiirme icin gerekli amonyum siilfat miktar1 hesabinda kullanilmistir.

Aymni iglemler tekrar edilmis ve Metod 3.3.1.’de belirtildigi iizere ilk santrifiij islemi
yapilan ham ekstraktin, seliiloz, lif ve istenmeyen safsizliklarinin ¢okelek olusturularak
uzaklastirilmasi ile elde edilen siipernatant hacmi 290 mL olarak Olciilmiistiir. Elde
edilen bu stipernatant hacmi ¢oktiirme icin gerekli amonyum stilfat miktar: hesabinda

kullanilmastur.

250 mL ve 290 mL siipernatant hacimleri ile yapilan amonyum siilfat ile ¢oktiirme
islemlerinden sonra elde edilen ¢okelek minumun hacimde ¢oziilerek diyaliz yapilmus,
diyaliz islemi sonunda ise 10’ar mL KSP enzimi elde edilmistir Elde edilen
10’ar mL hacimlerindeki KSP enzimleri sirasiyla Sefaroz-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik
asit ve Sefaroz-6B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jelleri ile yapilan afinite

kromatografisi ile saflagtirma islemlerinde kullanilmistir.

4.1.1.1 (Mespilus germanica) KSP Enziminin Amonyum Siilfat ile Coktiiriilmesi

250 mL ve 290 mL olarak o6lciilen supernatant hacimleri icinde bulunan enzimin
coktiirtilmesi icin gerekli amonyum stilfat miktarlar1 Metod 3.3.1.’de belirtilen formyiile
gore hesaplanmis ve amonyum siilfat miktarlar1 Sefaroz 4B-Ltirozin-p-aminobenzoik
asit ve Sefaroz 6B-Ltirozin-p-aminobenzoik asit jelleri ile yapilan iki ayr1 saflastirma

icin sirasiyla 129,20 g ve 149,87 g olarak bulunmustur.
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4.1.1.2 (Mespilus germanica) KSP Enziminin Diyaliz Edilmesi

Amonyum siilfat ile yapilan ¢oktiirme islemi sonrasinda elde edilen ¢okelek Metod
3.3.2’de belirtildigi sekilde coziilerek elde edilen enzim oOziitleri ayr1 ayr diyalize
ylklenmistir. Diyaliz sonrasi hacimler 12 mL olarak belirlenmistir. Elde edilen 12 mL
ornekler icerisinden 10’ar mL alinarak ayr1 ayr1 Sefaroz 4B-L tirozin-p-aminobenzoik
asit ve Sefaroz 6B-L tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jelleri ile saflastirilmak iizere

kullanilmistir.

4.1.2 Musmula (Mespilus germanica) KSP Enzimine iliskin Yapilan Karakteriza-
syon Calismalari

Mespilus Germanica PFO enzimi optimum kosul analizlerinde substrat kiivet denge
konsantrasyonu: 13mM ayarlanarak UV-Vis Spektrofotometrede 420 nm’de, enzimin
substrat ile 1 dakikalik iligskisine dayali olarak 6lciim yapildi. Enzimin karakterizasyon
calismalarinin yapilmasi amaciyla sirasiyla optimum substrat tiiriiniin belirlenmesi,
optimum tampon ¢oOzelti konsantrasyonun belirlenmesi, optimum pH ve optimum
sicaklik degerlerinin belirlenmesi adimlar1 uygulanmistir. Her bir basamak icin bir

onceki deneyde bulunan optimum deger sonucu dikkate alindi.

4.1.2.1 PFO Enziminin Optimum Substratinin Belirlenmesi

10000 +

8000 - 9740.25

V U/(mL*dk)

6000 -

4000 -

2000 A 2230.5

}162.25

Catechol 4-methyl Pyrogallal Caffeic acid
catechol

0

Tampon Konsantrasyonu (M) 0.1M

Sekil 4.1 Katekol, 4-metil katekol, pirogallol ve kafeik asit icin optimum tampon
¢ozelti konsantrasyonuna(M=0.1M) karsilik enzim aktivite [U/(mL*dk) ] grafigi

Sekil 4.1 incelendiginde Mespilus germanica PFO enziminin katekol, pirogallol,

4-metil katekol ve kafeik asit substratlari icin inceleme yapilmistir, Her substrat
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fosfat tamponunda 0,1 M pH:6.8 coziilerek stok substrat konsantrasyonu: 0,1M
alinarak aktiviteler karsilastirilmistir. Grafik sonucuna gore katekol substratinin
diger substratlara gore cok daha yiiksek aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Substratlar
arasindaki bu aktivite farki optimum tampon ¢ozelti konsantrasyonu belirlenirken pH
6.8’de calisma yapilmasi ve katekol substratinin optimum pH degerinde olmasi ile
iliskilendirilebilir. Yapilan calismalardan birinde Peng ve arkadaslar1 mor patatesten
ekstrakte edilmis PFO icin optimum substrati katekol, farkli bir calismada Kaya ve
arkadaslar tiziimden ekstrakte edilmis PFO icin optimum substrati 4-metil katekol,
bir diger calismada ise Kim ve arkadaslar1 ginsengden ekstrakte edilmis PFO igin
optimum substrati pirogallol olarak belirlemislerdir [59~61]. Literatiir sonuclarina
bakildiginda, Musmula PFO enziminin patates ile ayn1 optimum substrata sahip olmasi
ile birlikte, {iziim ve ginsengden farkli optimum substrat 6zelliklerine sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu sonug ile enzimin bulundugu kaynaga gore farkl 6zellikler gosterdigi

gorilmistir.

4.1.2.2 PFO Enziminin Optimum Tampon Konsantrasyonun Belirlenmesi

10000

8000 -

V U/(ml*min)

6000 -

4000 -

2000 -

O T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Tampon Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.2 Katekol icin tampon ¢ozelti konsantrasyonuna(M) karsilik enzim aktivite
[U/(mL*dk)] grafigi

Sekil 4.2 incelendiginde Metod 3.7’de belirtildigi gibi Mespilus germanica PFO
enziminin katekol substratinin farkli tampon ¢o6zelti konsantrasyonlarinda aktivite
degerleri icin karsilastirma yapildig1 goriilmektedir. Yapilan karsilastirmada katekol
substrat1 en yiiksek aktiviteyi 0.1 M konsantrasyonda gostermistir. Yapilan benzer
calismalardan birinde Zhang ve arkadaslar1 karidesten ekstrakte edilmis PFO igin

optimum tampon konsantrasyonunu 0.05 M olarak belirlemistir [|62]]. Bulunan
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optimum konsantrasyon ve optimum substrat sonucu iizerinden devam edilerek

optimum pH calismalar1 yapilmistir.

4.1.2.3 PFO Enziminin Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

4.1.2.1 ve 4.1.2.2’de belirlenen optimum substrat ve optimum tampon konsantrasyonu
tizerinden devam edilerek katekol substrati 0,1M konsantrasyonda hazirlanmis ve
Metod 3.7’de belirtildigi gibi Mespilus germanica PFO enziminin optimum pH degeri
belirlenmistir. Yapilan calisma sonucunda elde edilen bulgular Sekil 4.3.’de verilmistir.

10000 -
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V U/(mL*min)

6000

4000

2000

pH

Sekil 4.3 Katekol icin optimum pH degerine karsilik enzim aktivite [U/(mL*dk) ]
grafigi

Mespilus Germenica PFO enziminin katekol icin optimum pH degeri 6.8 olarak
belirlendi. PFO ’'nun optimum pH degeri enzim kaynagina gére pH 4.0 - pH 7.0
arasinda degismektedir [|63]]. Yapilan ol¢timlerde katekol aktivitesi pH 6.8’de 9388.5
U/(mL*dk) olarak 6l¢iilmiistiir. Katekol substrati pH 6.8’de diger pH degerlerine gore
daha ytiiksek aktivite gostermistir. (Sekil 4.3) Literatiirde yapilan benzer caligmalara
bakildiginda, Peng ve arkadaslari tarafindan mor patatesten ekstrakte edilmis PFO'nun
optimum pH degeri 6.0, Zhang ve arkadaslari tarafindan karidesten ekstrakte edilmis
PFO’nun optimum pH degeri 7.5, Kaya ve arkadaslar tarafindan iiziimden ekstrakte
edilmis PFO'nun optimum pH degeri 5.0, Kim ve arkadaslar tarafindan ginsengden
ekstrakte edilmis PFO’nun optimum pH degeri 7.0 olarak belirlenmistir [59-62].

Yapilan calismalardan, musmula PFO enziminin optimum pH degerinin literatiir
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sonugclari ile uyum icinde olmasi ile birlikte enzim kaynagina gore farklilik gosterdigi

gortlmiistiir.

4.1.2.4 PFO Enziminin Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Metod 3.7’de belirtildigi gibi PFO enziminin optimum sicaklik degeri belirlenmistir.
Elde edilen veriler Sekil 4.4’deki gibi 6zetlenmistir.

10000 -
8000 ~
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4000 -
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O T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
T°C
Sekil 4.4 Katekol icin optimum sicaklik (°T) degerine karsilik enzim aktivite
[U/(mL*dk)] grafigi

Sekil 4.4.’e gore Mespilus germanica PFO enziminin katekol icin optimum sicaklik
degeri 15°C olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere gore katekol substratinin
optimum sicakliginda 8731.5 U/(mL*dk) aktivite gostererek diger sicakliklardan daha
yliksek aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Literatiirde yapilmis bazi caligmalara
bakildiginda Peng ve arkadaslari mor patatesten ekstrakte edilmis PFO icin optimum
sicaklik degerini 35°C, Zhang ve arkadaslari karidesten ekstrakte edilmis PFO icin
optimum sicaklik degerini 35°C, Kaya ve arkadaslar: tiziimden ekstrakte edilmis PFO
icin optimum sicaklik degerini 30°C, Kim ve arkadaslar1 ginsengden ekstrakte edilmis
PFO icin optimum sicaklik degerini 20°C olarak belirlemislerdir [59-62]]. Deneysel
sonuclar degerlendirildiginde, patates ve karidesin sahip oldugu optimum sicaklik
degeri, musmula ve ginsenge gore yiiksektir. Enzimin 6zelliklerinin bulundugu
kaynaga gore degiskenlik gostermesi ile birlikte yetistigi ortam sicakliginin ve cevresel
faktorlerinde enzim {izerinde etkili olabilecegi diisiintilmiistiir.

4.1.3 Afinite Kromatografisi ile PFO Enziminin Saflastirilmas:

Metod 3.4.2.de anlatildig1 sekilde afinite kromatografisi ile saflastirma yapildi. Jel
olarak Sefaroz-4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit jeli kullanildi. Elde edilen veriler
grafige aktarildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Sefaroz 4B-L-tirozin- p amino benzoik asit jeli ile yapilan afinite
kromatografisi eliisyon grafigi

Eliisyon tampon ¢6zeltisi uygulanarak kolondan toplanan 3 ve 4 numarali tiiplerde
diger tiiplere gore daha yiiksek aktivite oldugu goriildii. (Sekil 4.5). Yiiksek aktiviteye
sahip olan 3 ve 4 numarali tiipler metod 3.5’e gore mevcut PFO protein miktarini
belirlemek ve metod 3.9’a gore enzimin safligin1 kontrol etmek i¢in kullanildi. Bu
islemlerin sonuclar1 incelendiginde elektroforezde tek bant veren, diisiik proteine
karsilik yiiksek aktivite gosteren PFO enziminin musmuladan saflastirildigi tespit
edilmis oldu. Yine Metod 3.4.2'ye gore afinite kromatografisi ile saflastirma yapildi.
Jel olarak sefaroz-6B-L-tirozin-p-amino benzoik asit jeli kullanildi. Elde edilen veriler
grafige gecirildi. (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6 Sefaroz 6B-L-tirozin- p-amino benzoik asit jeli ile yapilan afinite
kromatografisi yitkama ve eliisyon grafigi

Yikama islemi 28. tiipte sonlandirilarak 29. tiipte eliisyon toplama asamasina
gecilmistir. ~ Grafikte ellisyon sonrasi enzim aktivitesinin yiiksek cikmasi, PFO

enziminin afinite kromatografisi ile saflastirildiginin gostergesidir.

4.1.4 Musmula PFO Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Metod 3.6.’da belirtildigi iizere PFO enzim aktivitesi tespit edildi. Sefaroz 4B ve
Sefaroz 6B jellerinden afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim numuneleri icin
sirastyla ham ekstrakt eldesi, amonyum siilfat ile ¢oktiirme (0-80) % ve afinite
kromatografisi islemleri uygulanmistir. Bu saflastirma islemleri baz alindiginda her bir
basamakta elde edilen mI'deki aktivite degerleri Sefaroz 4B ve Sefaroz 6B saflastirma
tablolan icin sirasiyla; 604,5 U x mL™' x dk™! (EU)/4651,5 EU/2220 EU ve 246
EU/8613 EU/864 EU olarak hesaplanmistir.

4.1.5 Bradford Yontemi ile (Mespilus germanica) PFO Enziminin Protein Mik-

tarinin Belirlenmesi

Metod 3.5’e gore c¢izilen SSA miktarina karsilik absorbans grafigi asagida verilmistir.
(Sekil 4.7) (Sekil 4.8) Aymi metotta verildigi iizere Afinite Kromatografisi ile
saflastirilan Mespilus germanica PFO enziminin protein miktar1 hesaplanmistir.

37



y =30.902x + 0.0022
R?=0.9947

=
=)
1

Absorbans (595 nm)
=
=
1

0.2 -

0 =1 T T T T 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025

SSA (mg/ml)

Sekil 4.7 Protein miktarinin 6l¢iilmesinde kullanilan standart dogru 1

e o
~ oo

i y =38.632x + 0.0019
R? =0.9995

e
=2
1

o
¥
1

Absorbans (595 nm)
o o
w

o
[
1

=
—
1

o

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025
SSA (mg/mL)

Sekil 4.8 Protein miktarinin 6l¢iilmesinde kullanilan standart dogru 2

Bu amacla elde edilen y=30.902x + 0.0022 dogru denklemi Sefaroz 4B saflastirma
tablosunda, elde edilen y=38.632x + 0.0019 dogru denklemi ise Sefaroz 6B

saflastirma tablosunda kullanilmistir.

4.1.6 SDS-PAGE Jel Elektroforezi ve Native-PAGE Elektroforezi ile Enzimin In-

celenmesi

PFO molekiil agirlig: tiriine gore degiskenlik gostermekle birlikte 27 kDa ile 144 kDa
arasinda degismektedir [[1]. Diyaliz numunesinde SDS-PAGE ile yaklasik olarak 40
kDa ve 35 kDa civarinda iki bant gozlenmistir (Sekil 4.9.b). Farkli kaynaklardan
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elde edilmis PFO enzimlerinin elektroforez sonuglarina bakilinca, hurmada 37 kDa,
mantarda 67 kDa, enginarda 116 kDa, kahvede 45-67 kDa, elmada 57 kDa oldugu

goriilmistiir [64-68]].

Musmuladan elde edilen PFO enziminin molekil agirlig1 literatiir sonuglan ile
kiyaslandiginda Mespilus Germanica PFO’'nun molekiil agirliginin hurma, mantar,
kahve, elma ve enginardan farkli olmakla birlikte literatiir ile uyum icindedir (Sekil
4.9).

— ~280
— ~140
— ~100
- = P
—1

rR—
—
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a) Sefaroz 4B ve Sefaroz b) SDS PAGE
6B Native PAGE Divaliz Ornesi

Sekil 4.9 Musmula (Mespilus germanica) PFO enziminin (a) Native-PAGE elektroforez
goriintiisii (b) SDS-PAGE elektroforez goriintiisii

Yukaridaki sekilde (a) olarak gosterilen Native PAGE elektroforez goriintiisiinde
1 ile isaretlenen kuyuda diyaliz numunesi, 2 ile isaretlenen kuyuda Sefaroz
6B-L-tirozin-p-amino benzoik asit jeli ile yapilan afinite kromatografisi ile saflastirilan
enzim ¢oOzeltisi ve yine ayni gorselde isaretsiz olarak gosterilen kuyularin tamaminda
ise Sefaroz 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit jeli ile yapilan afinite kromatografisi
ile saflastirilan enzim cozeltileri bulunmaktadir. Yine yukarida (b) olarak gosterilen
SDS PAGE elektroforez goriintiisiinde goriintiilenen isaretli bantlarin tamami diyaliz
numunesine ait enzim c¢ozeltisidir. PFO enzimi bulundugu kaynaga gore farkl
ozelliklere sahip olabilir. Izoenzimler halinde bulunabilir veya tek alt birime de sahip
olabilirler 69-77]]. Karakterizasyon ¢alismasi yapilirken musmuladan kismen
saflastirilmis PFO enziminin alt birim cesitliligine bagh olas1 farkli izoformlarini
tespit etmek amaci ile Native-PAGE yapilmistir. Deney sonucunda elde edilen veriler
incelenerek diyaliz PFO enziminin yaklasik 40 kDa ve 70 kDa olmak tizere iki bant

olusumu goézlenmistir. Afinite kromatografisi ile 4a ve 4b afinite jelleri kullanilarak
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saflastirilan PFO enzimi icin ise Native-PAGE ’de yaklasik 40 kDa civarinda tek bant
gozlendiginden, musmula PFO izoformlarindan 40 kDa molekiil agirligina sahip enzim
izoformunun afinite kromatografisi ile saflastirildigi yorumu yapilmistir. Dolayisiyla
afinite kromatografisi ile saflastirilan 6rneklerde tek bant olusumu gozlenebilmistir
(Sekil 4.9.a)

4.1.7 (Mespilus germanica) PFO Enziminin Kinetik Sabitleri (Ky;, V,,.x)
% Verimi, Spesifik Aktivitesi ve Saflastirma Derecesinin Hesaplanmasi

Boliim 4.1.2’de tespit edilen optimum kosullar sonucunda musmula PFO enziminin
optimum substrati1 olan katekoliin Metod 3.8.de belirtildigi gibi kinetik sabitleri
belirlenmistir. Elde edilen veriler ile Lineweaver-Burk grafigi cizilmistir. Katekol

substrati icin ¢izilen grafik asagida gosterilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Katekol substrati icin Lineweaver Burk grafigi

Mespilus germanica PFO enziminin optimum subsrati olan katekol icin V,_,, degeri
12542.46 EU/(mL*dk), K,, degeri ise 2.5 mM olarak hesaplandi. K,;, Michaelis
sabitidir ve enzimin substrata olan ilgisini gosterir, Ky, degerinin diisiik olmasi enzimin
substratina baglanma giiciiniin fazla oldugunu gostermektedir. V,_,, degeri enzimin
maksimum hizini temsil eder ve yiiksek V. degeri enzimin yiiksek katalitik etkinlige
sahip oldugunu gosterir. [47]. PFO enzimi icin Ky, degerleri genellikle 1-10 mM
araligindadir. [|78]. Yapilan benzer calismalarda Sarsenova ve arkadaslart mantar PFO
enziminin katekol substrati icin Ky, ve Vmax degerlerini sirasiyla 1,67 mM ve 833,33

U/mL, Kaya ve arkadaslari tiziim PFO enziminin 4-metil katekol substrat1 i¢in Ky, ve
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Vmax degerlerini sirasiyla 4.8 mM ve 2000,0 EU/ mL bulmuslardir [60]], [[78]]. Elde
edilen sonuclar degerlendirildiginde musmula PFO enziminin katekole olan ilgisinin

literatilir sonuclari ile uyum icinde oldugunu gostermektedir.

Metod 3.8’e gore saflastirma basamaklari icin toplam protein miktarlari, spesifik
aktivite degerleri, % verim sonucu ve saflastirma dereceleri hesaplanmistir. Sefaroz
6B-L-tirozin-p aminobenzoik asit afinite jeli ile yapilan saflastirmaya ait saflastirma
tablosu Tablo 4.1’de yer almaktadir.

Table 4.1 Sefaroz 6B-L-tirozin- p amino benzoik asit jeli ile yapilan afinite
kromatografisi sonucu hazirlanan saflastirma tablosu

Saflastirma| Hacim Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik Verim (%) | Saflastirma
Basamagi (mL) (U/mL Aktivite (mg/ mL) Protein Aktivite Derecesi
*dk) ) (mg) (U/mg
protein)
Ham 290 246 71340 0.002353 0.6823 104548.6 100 1
ekstrakt
AS. Gok- | 25 8613 215325 0.012715 0.3178 677397 301.8293 6.479251
tlirmesi
Sefaroz 6B | 2 864 1728 0.001138 0.0022 759455 2.422204 7.264130
(5)
Tablo 4.1 incelendiginde Sefaroz 6B-L-tirozin-p aminobenzoik asit jeli ile yapilan

afinite kromatografisinde Mespilus Germanica PFO enziminin saflagtirma derecesi 7,26
kat bulunmustur. (Tablo 4.1) Yapilan benzer bir calismada Yildiz ve arkadaslar
miirdiim erigi PFO enzimini Sefaroz 6B jeli ile 10,2 kat saflastirmislardir [58]].
Deneysel sonuca bakarak miirdiim erigi PFO enziminin Sefaroz 6B jeline musmula
PFO enziminden daha ilgili oldugunu ancak iki kaynakta bulunan PFO enziminin de

Sefaroz 4B jeline daha secici oldugu anlasilmistir.

Sefaroz 4B-L-tirozin-p aminobenzoik asit jeli ile yapilan afinite kromatografisi sonucu
hazirlanan saflastirma tablosu Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Table 4.2 Sefaroz 4B-L-tirozin- p amino benzoik asit jeli ile yapilan afinite
kromatografisi sonucu hazirlanan saflastirma tablosu

Saflastirma| Hacim Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik Verim (%) | Saflastirma
Basamagi (mL) (U/mL Aktivite (mg/ mL) Protein Aktivite Derecesi
*dk) ) (mg) (U/mg
protein)
Ham 250 604.5 151125 0.0038 0.9509 158913.3 100 1
ekstrakt
A.S. Cok- | 68 4651.5 316302 0.0089 0.6088 519481.9 209.2983 3.2689
tlirmesi
Sefaroz4B | 2 2220 4440 0.0002 0.0005 8575305 2.937965 53.9621
4
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Tablo 4.2.ye bakildiginda Mespilus germanica PFO enziminin saflastirma derecesi
53,96 kat bulunmustur. Saflastirma basamaklari incelendiginde toplam protein
miktar1 azalmis spesifik aktivite degeri ise artmustir. Incelenen veriler g6z 6niinde
bulunduruldugunda uygulanan saflastirma metodunda Mespilus germanica PFO
enziminin Sefaroz 4B-L-tirozin-P-aminobenzoik asit afinite jeline karsi ilgisinin yiiksek
oldugu gozlenmistir. Literatiirde yapilan benzer calismalardan birinde Atasever ve
arkadaslar1 PFO enzimini Sefaroz 4B jeli kullanarak erikten saflastirmis ve yaklasik
65 kat saflagtirma derecesi elde etmisler, yapilan benzer ¢alismalardan bir digerinde
Ergiin ve arkadaslar1 PFO enzimini Sefaroz 4B jeli kullanarak muzdan saflastirmis ve
yaklasik 105 kat saflastirma derecesi elde etmistir. Baska bir ¢alismada ise Kaya ve
arkadaslar1 Sefaroz 4B jeli kullanarak iiztimden PFO enzimini yaklasik 61 kat saflikta
elde etmistir [60] [[79] [80].

Sefaroz 6B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit jeli ile yapilan saflastirmada saflastirma
katsayisinin diisiik olmasinin nedeni saflastirma islemi sirasinda elde edilen PFO
enziminin konformasyonunda degisiklik meydana gelmesi [81]] bu degisikligin de
aktivitede diisiise sebep olabilecegi diisiintilebilir. Tim sonuclar degerlendirildiginde
Mespilus germanica PFO enziminin matriks olarak Sefaroz 4B’ye Sefaroz 6B’den daha

ilgili oldugu goriilmiistiir.

4.1.8 Musmula PFO Enziminin Depolama Kararliliginin Belirlenmesi ve

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Depolama kararliliginin belirlenmesi amaci ile yaklasik 2 ay stire ile boliim 4.1.2’de
belirtilen optimum kosullar icinde PFO enziminin aktivite kararliligi incelenmistir.
Yapilan ol¢timler Sekil 4.11’de zamana bagh aktivite ve % aktivite olmak iizere grafikte

aciklanmistir.

Sekil 4.11’deki grafik incelendiginde Musmula PFO enziminin aktivitesi inceleme
yapilan siire boyunca +4 °C’de az miktarda aktivite kaybi gostererek yiiksek miktarda
da aktivitesini korumustur. Bu goézlem sonucunda Musmula PFO enziminin uygun

sartlarda depolamaya elverisli oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.11 Musmula PFO enziminin zamana bagli enzim aktivitesi [U/(mL*dk)] ve
% enzim aktivitesi grafigi

4.2 Oneriler

Bu tez calismasinda ilk ama¢ musmulada bulunan PFO enzimini Afinite kromatografisi
ile saflastirmak ve saflastirilan enzimi karakterize etmektir. Enzimin varlig1 afitinite
kromatografisi ile saflastirilan ¢ozelti ve KSP enzim oziitline ait ¢ozelti kullanilarak
elektroforetik yontemlerle tespit edilmistir. Enzimin molekiil agirlig1 belirlenmis ve
kinetik 6zellikleri incelenmistir. Enzimin molekil agirligimi belirlemek icin yapilan
SDS-PAGE ve Native-PAGE elektroforezlerinde PFO diyaliz numunesi i¢in sirasiyla, 40
kDa- 35 kDa ve 40 kDa - 70 kDa hizasinda iki bant olusumu gozlenirken, Native-PAGE
'de afinite PFO enzimleri icin 40 kDa civarinda tek bant olusumu gozlenebilmistir.
Musmulada bulunan PFO enziminin substrati olan katekoliin diger substratlara
gore cok daha yiiksek aktivite gosterdigi gortilmis ve diger kinetik caligmalarin
devami ic¢in katekol substratinin en uygun substrat oldugu kararina varilmistir.
Calismanin devamindaysa ulasilan saflastirma katsayilari géz Oniine alindiginda
Sefaroz 6B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jelinin PFO enzim saflastirmasina
uygun bir afinite jeli olabilecegi ve farkli kaynaklardan elde edilecek olan PFO
enzimi saflastirmalarinda da kullanilabilecegi goriilmiistiir. Calismanin son kisminda
PFO enzimi icin yaklasitk 2 aylik siire boyunca depolama kararliligi incelenmis
ve veriler grafik {izerinden degerlendirilmistir  Bu degerlendirme sonucunda
depolama o6lciimlerinden Mespilus germanica PFO enziminin yiiksek stabiliteye sahip
olmasi nedeniyle endiistriyel 6nem arz eden bir enzim olarak, biyosensor ve ileri
immobilizasyon proseslerinde tercih edilmesine ve kullanimina olanak saglayacaktir,
ayrica musmula PFO enzimini +4 °C ve daha diisiik sicakliklarda saklamanin PFO

enzim aktivitesi goz 6niine alindiginda uygun oldugu gorilmektedir.
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