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OZET

POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
BILESIKLERIN BU ENZIiM UZERINDEKIi ETKILERININ
ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi
ADEM ERGUN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)

BALIKESIR, SUBAT - 2016

Polifenol oksidaz enzimi, Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit
afinite kromotagrafisi jeli kullanilip Musa sapientum var. Cavendishii (Muz)
meyvesinden saflastirilmistir. Saflastirdigimiz enzimin aktivitesi {izerinde 44 adet
orijinal Flavonoid tiirevlerinin etkileri arasirilmistir. 44 maddenin tamami PPO
enzimini inhibe etmistir. En gii¢lii inhibitor 6zelligini 7-O-sellebiyozil apigenidin
([1Cs50]=10.7 uM, Ki=7.45 uM ) bilesigi gostermistir.

Ayrica, PPO enziminin saflagtirilmasi i¢in kullanilan Sepharose 4B-L-
tirozin-p-amino benzoik asit afinite kromotagrafisi jeline ilaveten iki yeni afinite
kromatografisi jeli sentezlenmistir. Bu jeller, CNBr ile aktive edilen Sepharose-
6B ve Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak anilin baglandiktan sonra p-
aminobenzoik asitin aniline kenetlenmesi sonucu elde edilmistir. Her iki jellede
ayni enzim kaynagi kullanilarak PPO enzimi saflagtirilmistir. Sepharose-4B ve
Sepharose-6B igeren jeller kullanilarak sirasiyla, %7.05 - %4.49 verim ve 105.042
- 33.4 saflagtirma derecesine ulasilmistir. Enzimin safligt ve molekiil agirligi,
SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Daha sonra 4 adet pestisitin, PPO enzim
aktivitesi lzerindeki etkileri arastirilmis ve s6z konusu enzimi inhibe ettikleri
tespit edilmistir. Aralarinda en gi¢li inhibitériin Glifosfat izopropil amin
([1Cs50]=33.5 mM, Ki=20.7 mM) oldugu saptanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Polifenol oksidaz (PPO), Flavonoid tiirevleri,
Pestisit, Inhibisyon, Afinite kromatografisi



ABSTRACT

PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME AND
INVESTIGATION EFFECTS OF SOME COMPOUNDS ON THE
ENZYME

PH.D THESIS
ADEM ERGUN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF.DR. OKTAY ARSLAN)

BALIKESIR, FEBRUARY 2016

Polyphenol oxidase enzyme was purified from Musa sapientum var.
Cavendishii (banana) by using Sepharose 4B-L-tyrosine-p-amino benzoic acid
affinity gel. In this study, 44 original flavonoide derivatives used to investigate
their effects on the pure enzyme activity. All of the 44 compounds inhibited the
PPO enzyme activity. The most powerful inhibitor is 7-O-cellobiosile apigenidine
([1C50]=10.7 uM, Ki=7.45 uM).

In addition to Sepharose 4B-L-tyrosine-p-amino benzoic acid affinity gel,
two novel affinity chromatography gels were synthesized for purifing PPO
enzyme. The affinity chromatography gels were synthesized by coupling aniline
as a spacer arm to CNBr activated Sepharose-4B and Sepharose-6B. Then, p-
amino benzoic acid was coupled to aniline as a ligand. PPO was purified from the
same enzyme source by using the gels. 7.05 % —4.49 % yield and 105.042 — 33.4
fold purification were achieved from the gel contain Sepharose-4B and
Sepharose-6B, respectively. Purity and molecular weight of the enzyme were
controlled with SDS-PAGE. Then, four pesticides’ effects on the pure enzyme
activity were investigated. The results showed that all of the pesticides inhibited
the enzyme activity. Among the four pesticides that tested, Glyphosate
isopropylamine was found to be the most powerful inhibitor with [ICs50]=33.5
mM, Ki=20.7 mM.

KEYWORDS: Polyphenol oxidase (PPO), pesticides, flavonoide derivatives,
inhibition, affinity chromatography
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1. GIRIS

Onerilen tez kapsaminda, ilk defa Erzengin ve arkadaslar1 tarafindan
sentezlenen afinite jeli ile Musaceae (muz) meyvesinden PPO enziminin saflastirilip,
orijinal olarak sentezlenen bazi flavonoid tiirevlerinin ve pestisitlerin sz konusu
enzim iizerindeki etkileri arastirtlmistir [1]. Ayrica, bu enzimin saflagtirilmasi igin
mevcut afinite jellerinden farkli jeller de sentezlenmistir. Daha sonra bu jellerin PPO

enzimini saflastirabilme kapasiteleri arastirilmistir.

1.1 Polifenol Oksidaz Enzimi (PPO)

PPO enzimi, oksidorediiktaz sinifina giren ve aktif bolgesinde bakir iceren bir
metalo enzimdir. Bu enzim, oksijen varliginda monofenolik bilesenlerin o-
difenollere hidroksilasyonu ve o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu saglayan
reaksiyonlar1 katalizler. Bu iki reaksiyon sonucu olusan maddeler kahverengi, siyah

veya kirmizi pigmentler olusturur [2,3].

Enzim isimlerindeki karisikligit onlemek i¢in bitki polifenol oksidaz
enzimlerinin adlandirilmasinda degisikliker olmustur. Tirozinaz (monofenol mono
oksijenaz) EC.1.14.18.1, katekol oksidaz (katekolaz, difenoloksidaz) EC.1.10.3.2,
lakkaz ise EC.1.10.3.1 enzim kodlariyla gosterilmislerdir [4].

Baz1 kaynaklarda Lakkaz enziminin de PPO enziminin bir sinifi oldugu
belirtilmistir. Lakkaz, metoksi ile yer degistirmis polifenoller ve aromatik diaminler
gibi bir ¢ok bilesigin oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen bir enzimdir. Ancak

tirozinazin okside ettigi tirozini oksitleyemez [5].

Ik olarak 1856 yilinda yemeklik mantarlarda bulunan PPO enzimi, dogada
yaygin olarak bulunur [6]. Bitkiler aleminde, kabuklu deniz hayvanlarinda ve bazi
hayvansal organlarda bulunan bir enzimdir [7]. Bitkinin tiiriine ve yetistirilis
bicimine goére PPO igerikleri degisik olabilir. Meyve ve sebzelerin olgunluklarina

gore de bu enzimin bitki hiicrelerindeki yerlesimi farklilik gosterebilir. Meyve ve

1



sebzelerde hatta kabuklu deniz iiriinlerinde mekanik islemlerden sonra “esmerlesme”
denilen renk degisimleri olabilir. Bu renk degisimleri belirli bir noktadan sonra
istenilen noktada durdurulamaz ve rengiyle birlikte tadin1 ve kalesini de bozar. Bu
istenmeyen reaksiyonlarin Oniine gecebilmek i¢cin PPO enziminin inhibe edilerek
aktivitesinin smirlandirilmas: veya tamamen durdurulmasi gerekmektedir. Bunun
igin de PPO enziminin kinetik 6zelliklerinin vs. ¢ok iyi bilinmesi gerekir [8-11]. Bu
Ozellikleri belirleyebilmek i¢in; mantar, muz, cay, musmula, enginar, ananas,
Napoleon iiziimii, patlican, elma, tiitiin, seftali, patetes, vanilya tohumu, yesil
fasulye, dut, armut, elma, domates, Kiraz, kaju fistigi, enginar, brokoli, gébek marul,
nane, kayist gibi ¢esitli kaynaklardan PPO enzimi saflastirilmistir [1-3,6-23]. PPO
enziminin molekiiler yapisi enzimin kaynagina gore, sayisi ise enzim kaynagina ve

saflastirmada uygulanan metodlara gore degisiklikler gosterebilir [24].

PPO enzimini ihtiva eden kaynaklar gesitli fenolik bilesiklere sahiptir. Ancak
bu bilesiklerin bir¢ogu s6z konusu enzimin substrati degildir [25-33]. PPO enziminin
meyve ve sebzelerde bulunan en 6nemli substratlar1 katekinler, sinamik asit esterleri,
3,4-dihidroksifenil alenin (DOPA), 3,4-dihidroksifenil etilamin (dopamin) ve tirozin
gibi flavonoid tipi fenollerle, basit fenollerin en yaygin dogal substrati da klorogenik
asittir [34,35].

Sekil 1.1: Polifenol oksidaz’in ii¢ boyutlu yapisi [36].



1.1.1 PPO Enziminin Katalizledigi Reaksiyon Mekanizmalari

PPO, co-substrati molekiiler oksijen olan bakir igerikli bir metalo enzimdir.
Ug boyutlu hali Sekil 1.1°de gosterilmistir [36]. PPO esmerlesme reaksiyonlariyla
polifenolerin hizlica polimerize oldugu monofenollerin o-difenollere hidrolizi
(tirozinaz aktivitesi), difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (katekolaz aktivitesi) ve
metoksi ile yer degistirmis polifenollerin oksidasyonu (lakkaz aktivitesi)
reaksiyonlarini katalizler [5,37]. PPO tarafindan katalizlenen tirozinaz ve katekolaz
aktivitelerinin  Wilcox, Solomon ve arkadaslar1 tarafindan Onerilen reaksiyon
mekanizmalar1 Sekil 1.2 ve Sekil 1.3’de verilmektedir [38].

OH

Sekil 1.2: Trozinaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi [38].
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Sekil 1.3: Katekolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi [38].




1.1.2 PPO Enziminin Iinhibitérleri ve Enzimatik Esmerlesme

Reaksiyonlarinin Onlenmesi

Meyvelerde, sebzelerde ve bazi deniz iiriinlerinde mekanik zedelenmeler
sonucu‘“‘esmerlesme”denilen bazi renk degismeleri ortaya ¢ikmaktadir. PPO enzimi,
ortamda  bulunan  fenolik  bilesikleri ~ kinonlara  oksitleyerek  bunlarin
polimerizasyonuyla esmerlesmeyi gerceklestiren kahverengi melanin pigmentlerinin
olusumuna yol agmaktadir [39]. Endiistriyel amagla kullanilan bu tiriinlerin
hazirlanmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan bu tiir reaksiyonlar kaliteyi diisiiriir ve bu

tirtinlerin ekonomik degerinide azaltir [40].

Normal sartlarda PPO enzimi hiicrede oksijensiz bir ortamdadir. Fakat bu
tirtinler zedelendiginde enzim oksijenle temas edecegi i¢in hemen aktivite gosterir ve
esmerlersme reaksiyonlari baglamis olur [41-42]. Esmerlesme reaksiyonlarinin
gerceklesebilmesi icin PPO enzimi, substratlari ve molekiiler oksijenin bir arada
olmalar1 gerekir. Bu tligiinden birinin ortadan kaldirilmasi ile reaksiyon durdurulur
veya azaltilir. Enzim aktivitesine etki eden parametrelerin de, sicaklik ve pH gibi,
optimum diizeylerde olmalar1 gerekir. Optimum sartlarda da bir degisiklik olursa,

ortamin pH’1nin diistiriilmesi gibi, reaksiyon engellenebilir [40].

Bir enzimin aktivitesinin azaltilmasi veya tamamen durdurulmasi olayina
“inhibisyon”, buna neden olan maddelere de “inhibitér” denir. PPO enziminin bir¢ok
inhibitorii bilinmektedir. Bu inhibitorler kullanilarak tirtinlerin raf émiirleri daha da
uzaltilmis olur. Bu amagla kullanilan inhibitorler insan sagligina zararli olmamali ve
besinlerin kalitesine etki etmemelidir [43]. Siilfitler iyi birer PPO inhibit6rii
olmalarma ragmen insan saghgr TUzerindeki negatif etkilerinden dolay:
kullanilmalarina izin verilmez [44]. PPO enziminin onemli inhibit6rlerinden biri
desisteindir. Sistein, PPO enziminin inhibisyonunu, enzim aktivitesi sonucu olusan
o-kinonlar ilgili fenollere doniistiirerek gergeklestirmis olur [45,46]. PPO enzimi,
aktif bolgesinde bakir iceren bir metaloenzim oldugundan siyaniir, karbon monoksit,
sodyum dietil ditiyo karbamat (DIECA), merkaptotiyazol, dimerkaptopropanol, azid
veya potasyum metil ksantat gibi metallerle kolayca bag yapabilen reaktiflerle de
inhibe edilebilir [47]. Kompferol, kursetin, kukarinon ve kusnol gibi bir¢ok bitkiden
izole edilen flavonoidler potansiyel birer PPO enzimi inhibitorleridir [48-51].



Sentetik olarak imal edilen ¢esitli inhibitérler de mevcuttur. Bunlar maddelerden
bazilar; antidepresif ila¢ olarak kullanilankaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2-
metilpropionil)-L-prolin] ve antitroid ila¢ olarak kullanlan methimazol (1-metil-2-
merkaptoimidazol)’diir [52,53]. Gelisim ve stres tepkileri de dahil olmak iizere
bitkilerde 6nemli fizyolojik islevlere sahip olan Serotonin (5-hidroksitriptamin)
askorbik asit ile kiyaslandiginda esmerlesmenin Onlenmesinde 6nemli olgiide
etkilidir. PPO enziminin kinetik parametreleri incelendiginde unkompatatif
inhibitori oldugu anlasilmistir [54]. 2-4 °C’ de saf CO2’in taze kesilmis dulavrat otu
ile muamele edildiginde esmerlesmenin engellendigi ve raf Omriini uzadig
gozlemlenmistir [55]. Yaghh ve yagsiz piring kepegi ekstraktlarinin patates ve
elmadaki enzimatik esmerlesmeyii inhibe etme kapasiteleri kiyaslandiginda yagl
piri¢c kepegi ekstraktinin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Pirin¢ ekstraklarindaki bes
fenolik bilesik (protokatesuik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, ferulik ve sinapik asit
asit) HPLC ile tespit edilmis ve yagli piring kemegi ekstraktinda ferulik asitin, yagsiz
piring kepegi ekstraktinda ise p-kumarik asitin daha etkin inhibisyon 06zelligi
gosterdikleri saptanmistir [56]. NasSiW1:CoO4o gibi polioksometalatlar da tirozinaz
aktivitesini kontrol etmek i¢in kullanilabilir [57]. Fattouch ve arkadaslari, benomyl,
carbaryl, deltamethrine ve parathion methylin gibi baz1 pestisitlerin yiiksek

konsantrasyonlarda (8-12 uM) PPO enzimini inhibe ettigini saptamistir [58].

1.2 PPO Enziminin Saflastirilmasi

Enzim kaynag olarak bitkiler kullanilacagi zaman, homojenizasyon sirasinda
dokulara hasar gelecegiden, fenolik bilesiklerin de PPO enziminin aktivite
gostermesiyle yiikseltgenmeleri sonucu ortaya istenmeyen kinon bilesikleri ¢ikacagi
icin enzim aktivitesinin durdurulabilmesi i¢in sivi azot ortaminda bu
homojenizasyonun yapilmasi daha saghkli olacaktir [59,60]. Saflagtirmada
kullanilacak tampon ¢ozeltilerin pH’1 da oldukc¢a dnemlidir. Bazen homojenizasyon
¢ozeltisine enzim aktivitesinin bir miiddet durdurulmasi i¢in sodyum azid, askorbik
asit, glutatyon, ditiyotreitol, sistein, sodyum metabisiilfit veya tiyoiire gibi ¢esitli

indirgen reaktifler veya inhibitorleri eklenebilinir [61].



Homojenizasyon isleminden sonra elde edilen ekstrakttan PPO enziminin
saflastirilmast i¢in, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, homojenizasyon sirasinda eklenen
askorbik asit gibi kiiclik molekiillerin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz islemi daha
sonrasinda ise iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, hidrofobik
etkilesim kromatografisi veya afinite kromatografisi gibi kromatografik yontemler
kullanilir [62]. Afinite kromatografisi biyolojik molekiillerin saflastirilmasi igin
giiclii bir tekniktir. Lerman, 1953 yilinda seliiloze mantar PPO enzimini baglayarak
bunun benzoik asit tiirevi inhibitérler ve fenolik maddeler i¢in 6nemli bir afinite
absorbani oldugunu goéstermistir [63]. 1973 yilinda ise Gutteridge ve Robb 4-amino
benzoat’t Sepharose-4B’ye baglayarak PPO enziminin saflagtirllmasinda kullanish
oldugunu gostermistir [64]. Yine 1973 yilinda O’Neill ve arkadaglari Sepharose-
4B’ye benzoil grublarini baglayarak afinite jelleri hazirlamis ve PPO enzimine
spesifik oldugunu kanitlamistir. Ancak kolonlarin kendiliginden okside olmalarindan
dolayi tekrar tekrar saflagtirma isleminde kullanilamamustir [65]. 1992 yilinda Pathak
ve arkadaslar1 afinite kromatografisi iizerine arastirmalar yapmistir. Bunun i¢in
CNBr ya da divinilsiilfon (DVS) ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye ¢esitli uzanti
kollari, bunlara da ligand olarak p-aminobenzoik asit baglayarak afinite kolonlar1
sentezlemis ve olusturulan afinite jellerinin PPO enzimine ilgilerinin yiiksek
oldugunu saptamistir. [66]. 2004 yilinda ise Arslan ve arkadaslari CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak L-tirozin, uzant1 koluna da p-
aminobenzoik asidi baglayarak Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik afinite jelini
sentezlemistir. Bu jel ile de dut meyvesinden tek adimda 74 kat saflastirma
yaptlmistir [1]. 2012 yilinda da Sepharose-4B-L-tirosin-m-aminobenzoik afinite jeli
Demir tarafindan sentezlenmis ve kolondan % 6.13 verim ve 73.91 saflagtirma

derecesi ile Muz PPO enzimi saflastirilmistir [67].

1.3 PPO Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi, birim zamanda substrat miktarindaki azalma veya triiniin
olusum hizinin Olgiilmesiyle belirlenebilir. Eger analitik sartlar iirlin olusumunu
O6lcmeye imkan veriyorsa bu yolu segmek daha sagliklidir. Ciinkii baslangigta hig
irin olmadig1 i¢in onun miktarinin belirlenmesi daha kesin veriler sunar. PPO

enzimi  katalizledigi reaksiyonlarda kisa zamanda o-dihidroksi fenollerin



oksidasyonunu yavaslattigindan dolay1 reaksiyonun baslangictaki hizinit 6lgerken

dikkatli olmak gerekir [68].

Esmerlesme reaksiyonlar1 sonucu olusan kinonlar goriiniir bolgede absorbans
verdikleri i¢in spektorfotometrede Ol¢iimler yapilabilir [69]. Aktivite Olgtimleri
esnasinda PPO’nun reaksiyon inaktivasyonunu otelemek i¢in kinonlar: indirgeyen
hidrokinon, negative indirgenme-yiikseltgenme kapasitesi olan askorbik asit gibi
bilesikler kullanilir [70]. Askorbik asit konsantrasyonunun azalmasindaki hizi ve
PPO enziminin aktivitesi arasinda bir oranti vardir. Reaksiyon hizini belirleyen
basamak kinon<>substrat gecisidir. Askorbik asidin yiikseltgenmesi sinuclari da
etkiler. Bir diger yontem ise, reaksiyon ortamindaki askorbik asidin tamamen
tikenmesi i¢in gegen siireyi Olgmek yerine, olusan {irlinlerin absorbanslarinin
Olgtilmesidir. Ka[Fe(CN)s].3H20 420 nm’de absorbans verir ve askorbik asit yerine
kullanilabilir. Boylece askorbik asidin ortamada bulunmasi veya 265 nm’de
absorbans veren diger meteryaller Ol¢limlere etki etmez. Bu yontemin bir diger
avantaji ise ferrosiyaniiriin asidik bolgede pH degisimlerine kars1 askorbik aside gore
daha az hassas olmasi ve ¢ozeltide igerisinde daha kararli olmasidir [71]. Reaksiyon
aktivasyonunun durdurulmasin1 engellemek i¢in bazi prosediirler olusturulmustur.
Bu prosediirler reaksiyon ortamindan kinonlarin uzaklastirilmasi prensibine dayanur.
3-metil-2-benzotiyazolon hidrazon hidroklorik kinonlarla kondansasyon {iriinleri
olusturur. Daha sonar bu iiriinler reaksiyon ortamindan kloroform fazina alinir ve bu
organik fazin absorbsiyonu 500 nm’de okunur [72]. Diger bir yonteme gore her bir
tiyol molekiilii i¢in bir mol kinon tiiketen ve renksiz bilesikler olusturan sar1 bir
bilesik olan 2-nitro-5-tiyobenzoik asit anyonu kullanilir. Enzim aktivitesi sari
bilesigin 412 nm’deki absorbansindaki azalmasinin spektrofotometrik olarak

oOlglilmesiyle takip edilir [73].

1.4 Flavonoidler

Flavonoidler ¢ogu bitkinin tohum, yaprak, meyve ve c¢igceklerinde yogun
olarak bulunan dogal bilesiklerdir. Flavonoidlerin hidroksil radikallerini, stiperoksit
anyonlarmi ve lipit peroksi radikallerini yakaladigi, bu ylizden de ¢ok iyi bir
antioksidant oldugu cesitli arastirmalar sonunda tespit edilmistir [74]. iki fenil ve bir

heterohalkadan olusan bu bilesikler, hetero halkanin farkl yiikseltgenme derecelerine
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gore flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanonoller, kalkonlar, dihidrokalkonlar,
antosiyanidinler gibi gesitli alt smiflara ayrilmistir [75]. Flavonoid glikozitleride
benzer olarak bitki aleminde yaygin olarak bulunan [75], antioksidant [76],
hepatoprotektant [77], UV-1s18a kars1 koruyucu [78], antibakteriyel ve antikanserojen
[79] gibi ¢ok farkli biyolojik etkiye sahip bilesiklerdir. Bitkilerde yaygin olarak
bulunmakla birlikte, miktarlarinin az olusu ve dnemli farmakolojik aktivitelere sahip
olmalari, arastirmacilar1 bu bilesiklerin izolasyonu ve sentezine yoneltmistir. Flavon
ve flavonol glikozitlerden 1975 yilinda sadece 360 tanesinin yapisi bilinirken, takip
eden bes yil boyunca bu say:r ikiye katlanarak 720 yapiyr bulmustur. 1981-1985
yillar1 arasinda da 90 tane daha yeni flavon glikozit bilesigi kesfedilmistir [80].
Gilintimiize kadar dort binden fazla flavonoid ve flavonoid glikozit tiirevlerinin
bitkilerden izole edildigi bilinmektedir [81]. Apigenidinler, flavonoid grubunun
biiyiikk bir kismini olusturan antosiyaninlerin alt tiiriidiir. Bu maddeler genellikle
cicekler, meyveler ve kapali tohumlularin yapraklarinda pembeden kirmiziya

vemordan laciverte siyanik renk dizilisinden sorumludur [82].

Flavonoidler bitkilerden izole edilen bilesikler olup dogada yaygin olarak
bulunurlar. Genellikle meyve, sebze, tohum, ¢i¢ek ve yapraklarda rastlanir.
Geleneksel tipta son yirmi yilda flavonoidlere karsi ilgi artmis ve yapilan
arastirmalar sonucu, flavonoidlerin ¢ok yonlii biyokimyasal ve farmakolojik
aktivitelere sahip olduklari belirlenmistir. Son yillarda flavonoidlerin endiistrinin
cesitli alanlarinda kullanilmasi i¢in yliriitiilen aragtirmalarin sayis1 artmaktadir. Bu
bilesiklerin antioksidant 6zellikleri, ¢esitli {iriin ve malzemeleri boyama yetenekleri,
metallerle bilesik olusturma ve tabaklama maddelerinin bilesenine katilmalarindan
dolay1, besin, tekstil, deri, metalurji, tip, ziraat ve benzer alanlarda kullanilma

olasiliklar1 artmaktadir [83].

Tiibitak projesi kapsaminda, Sakarya Universitesi Organik Kimya
Laboratuvari’'nda Arslan, Kiigiikislamoglu ve ark. tarafindan flavonoid tiirevleri
sentezlenmistir. Ilk olarak, naringenin bilesiginin 7 konumundaki -OH grubuna D-
seker grubunun baglanip, daha sonrada, bu bilesiklerin apigenine okside edilmesi ve

apigenidine indirgenerek glikozil-apigenidin tiirevleri elde edilmistir [84].



Tablo 1.1: Flavonoidlerin hetero halkadaki -Cs- yapisina gore siniflandirtlmasi [84].

o I o +
O 0 o
on @
e} e} = OH
Flavonlar Flavonoller Antosiyanidinler
CC CC
OH
@] (@]
Flavanonlar Flavanonoller
o (@]
Kalkonlar Dihidrokalkonlar

Tablo 1.2: Farkli iskelet yapilarina gore flavonoidler [84].

Flavonlar Flavonoller Flavanonlar
Chrysin Quercetin Naringenin
Apigenin Rutin Naringin
Luteolin Kaempferol Hesperidin
Rhamnetin Eriodiktol
Flavanoller Flavanonoller Antosiyanidinler
Catechin Taksifolin Apigenidin
Epicatechin Slibin Cyanidin
Flavonoidlerin yap1 ¢esitliligi, yalmz difenil propan iskeletinin farkli

yapilarda diizenlenme 06zelligi ile sirlt degildir. Ayn1 zamanda, her sinif iginde,
aromatik halkalara bagli siibstituentlerin sayisi, tiirli ve pozisyonlari flavonoidlerin
yapt ¢esitliligine neden olan faktorlerdir. Flavonoid yapilarinda fonksiyonel gruplarin

en yaygin pozisyonlar1 Sekil 1.4’de verilmistir [74].



Glikozil

Glikozil

T Glikozil

Glikozil

Sekil 1.4: Flavonoid yapilarinda fonksiyonel gruplarin en yaygin pozisyonlari [84].

1.4.1 Flavonoidlerin Biyolojik Onemi

1940’11 yillardan sonra, flavonoidlerin  6nemli bir kismini olusturan
apigenidin tiirevlerinin biyolojik aktiviteye sahip olduklarinin anlagilmasindan dolay:
flavonoidlere karsi ilgi artmistir. Bu ilginin nedenlerinden biri 1936 yilinda limon
kabugundaki flavonoidli bir preparatin eldesi ve bunun P-vitamin aktivitesi
gostermesidir [74].

Flavonoid iizerine yapilan arasgtirmalarin en yogunlastigi alan insan sagligi
tizerine sagladigi faydalardir. Flavonoidlerin, antiinflamatuar, antioksidant,
antimikrobiyal, antibakteriyal ve antikanserojenik etkileri de bagka arastirmacilar
tarafindan bulunmstur [85-87].

Flavonoidlerin ilk tespit edilen biyolojik o6zelligi kilcal damarlarda kan
sizdirmanin 6nlenmesi, kirilganlik ve gegirgenligin ortadan kaldirilmasi gibi pozitif
etkileridir. Bu etkilerin yanmisira kuersetin, rutin ve bazi flavonollerin zayif kalp
kuvvetlendirici ve nabzi normallestirici Ozellikleri de mevcuttur. Karaciger
fonksiyonuna olumlu etkileri flavonoidlerin en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Safra
salgisinin artmasini hizlandirmada, karacigerin barbiturat ve arsenik gibi bilesiklere

kars1 detoksikasyonuna etkili oldugu tespit edilmistir [74].
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Bitkilere renk verme, UV 1sinlarindan koruma gibi etkilere de sahip oldugu
tespit edilen bu maddeler kozmetik iiriinlerde 6zellikle koruyucu kremlerde 6nemli
bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir [88]. Bahsi gecen etkilerinin disinda
flavonoidler, bitkilerde enerjinin doniisiimiine, biiylime hormonlarina da etki ederler.
Ayrica, solunum ve fotosentezi diizenlemede ve bulasici hastaliklara karsi direcin

artirtlmasinda da 6nemli etikleri vardir [89].

1.5 Pestisitler

Pestisit terimi kisaca, pest (hasarat) adi verilen zararlilar 6ldiirmek amaci
ile kullan1lan madde anlamma gelir. Insan, hayvan ve bitki iizerinde, g¢evresinde
bulunan veya yasayan, ayrica besin maddelerinin {iretimi, hazirlanmasi,
depolanmasi ve tiiketimi sirasinda onlarin besin degerini azaltan, hasara ugratan
zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan kimyasallardir. Bu zararlilar, ¢esitli hastaliklari
tasiyan parazitler, tarim ve bitki zararlis1t bocekler, yabani ot ve mantarlar, insan,
hayvan, ¢evre ve barimaklardaki sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam bocegi gibi ugan
ve yliriiyen canlilardir [90, 91].

Pestisitler tarim ilact olarak kullanilir. 2005 yilinda 1979 yilina gore yaklasik
%49’luk bir artis olmustur. Buna ragmen iilkemizdeki kullanimi gelismis tilkelere
gore cok daha dugiiktiir. Ancak, Akdeniz ve Ege gibi entansif tarim yapilan
bolgelerdeki pestisit kullanimi Tiirkiye ortalamasinin ¢ok tizerindedir [92].

Pestisitlerin asir1 ve yanlis uygulamalarindan en fazla etkilenenler zirai
ilaglama yapan kisilerdir. Yapilan arastirmalar zirai ilaglama yapan kisilerin
kanlarinda pestisit kalintilarinin  saptandigina ve bu kisilerin kanlarindaki
enzimlerinin ve organlarmin olumsuz etkilendigine dikkat gekmektedir. Ozellikle
paraoksonaz (PON) enzimi insektisit ve sinir gazi yapiminda yaygin olarak
kullanilan organofosfat bilesiklerinin hidrolizini katalizlemekte 6nemli bir enzim
oldugu icin bu enzimdeki degisiklikler kisilerin pestisitlerden ne kadar etkilendiginin

belirlenmesinde 6nemli bir 6l¢iittiir[93,94].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢aligsmalarda, Sepharose-4B, Sepharose-6B, p-aminobenzoik asit,
anilin, standart sigir serum albiimin, N,N,N,N’ tetrametiletilendiamin (TEMED),
diyaliz torbalari, trikloro asetik asit (TCA), sodyum hidroksit, sodyum kloriir,
sodyum karbonat, sodyum sitrat, trihidroksimetil aminometan (Tris), siyanojen
bromiir, amonyum siilfat, sodyum stilfat, siilfiirik asit, glisin, fosforik asit, asetik asit,
etil alkol, hidroklorik asit, sodyum azotiir, sodyum nitrat, sodyum dihidrojen fosfat,
sodyum bikarbonat, askorbik asit, polietilen glikol (PEG) ve katekol kullanilmustir.
Bu kimyasallar Merck veya Sigma’dan; akrilamid, bisakrilamid, amonyum persiilfat,
SDS, bromtimol mavisi, gliserol, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant
blue da R-250 Fine Chemical’dan temin edilmistir.

PPO enzimi {izerindeki etkileri arastirilan organik bilesikler Sakarya
Universitesi Organik Kimya Laboratuarlari'nda, Arslan, Kiiciikislamoglu ve ark.
tarafindan sentezlenen orijinal flavonoid tiirevleridir. Bu maddelerin sentezleri 6rnek
olarak Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de gosterilmistir [84]. Ayrica yine bu ¢alismada
kullanilan pestisitler ticari olarak satin almmustir. Inhibisyon calismalarinda

kullanilan tiim bilesiklerin sekilleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.
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HO 0 o 0 o
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Flavonoid Flavonoid O-glikozit

HO HO
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Flavonoid HOHO Flavonoid C-glikozit

Sekil 2.1: Flavonoid C- ve O-glikozitlerin olusumu ve yapisi [84].

H
o] o] O
OH OH
'e) OH OH
OH OH

B-D-ksilozit o-L-arabinopiranozit
CH,OH

O._OH
Mo =

B-D-glukopiranozit

CHZOg /
O
’<|_OH e 7O ?:H 3
HOH,C
OH HOH,C OI?H 2 OH

B-D-galaktopiranozit

OH

a-L-arabinofuranozit B-L-arabinofuranozit

Sekil 2.2: Apigeninin7-pozisyonuna baglanabilen bazi seker birimleri ve yapilari [84].

Apigenidin glikozitler, yapilarinda bulunan sekerlerin yari asetal hidroksil
grubunun konfigiirasyonuna bagli olarak a- veya (- glikozitler olmak {izere ikiye
ayrilirlar.  Ornegin, kuersetinin, L-arabinofuranozitin farkli anomerleri ile
olusturdugu glikozitler, kuersetin 3-O-a-L-arabinofuranozit ve kuersetin 3-O-p-L-

arabinofuranozit olarak gosterilebilir [74].
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Tablo 2.1: Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan maddelerin sekilleri.
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Tablo 2.1 (devamu).
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Tablo 2.1 (devamu).
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Tablo 2.1 (devamu).
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Tablo 2.1 (devamu).
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Tablo 2.1 (devamu).
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Tablo 2.1 (devamu).
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Sogutmal santrifiij

pH metre

UV-Spektrofotometre

Manyetik karistirici
Peristaltik Pompa
Kronometre

Terazi

Otomatik pipetler
Homojenize Edici
Elektroforez tanki
Kromatografi Kolonu
Derin dondurucu
Etiiv

Calkalayic1

Vorteks

Hettich zentrifugen, EBA-12R

Orion- model 920A

Biotek UV-Visible Spectrophotometer

IKA Combimag RCO
Pharmacia Fine Chemicals
Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr
Libror, AEG-220 (Shimadzu)
Eppendorf, Brand

Felix ev tipi bilender

Hoefer, HIS

Pharmacia Fine Chemicals
Beko buzdolabi

Elektromag

Clifton

Fisons Whirli Mixer
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2.1.3 Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

1) Ekstraksiyon tamponu:

% 0.5 PEG, 10 mM askorbik asit, 0.5 M fosfat tamponu, pH: 7.30; 8.7 gr (0.05 mol)
K2HPO4, 0.5 gr polietilen glikol(PEG), 0.176 gr (0.001 mol) askorbik asit 80 mL saf
suda ¢oziildii. 1 M HCI ile pH 7.30’a kadar pH metre yardimuyla titre edildi. Cozelti
daha sonra saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

2) Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin ¢ozeltiye alindig: ve
diyalizin yapildig1 tampon:

5 mM fosfat tamponu, pH: 6.30; 0.87 gr ( 0.005 mol) KoHPO4 950 ml saf suda
¢ozilildi. 1 M HCI ile pH 6.30’e kadar titre edildi ve saf suyla 1 L’ye tamamlandi.

3) Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar:

1 M NaHCO3 tamponu, pH: 10.00; 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3 950 mL destile suda
¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 10.00’a getirildi ve son hacim destile su ile 1 L’ye
tamamlandi.

0.2 M NaHCO3 tamponu, pH: 8.80; 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3 450 mL destile suda
¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 8.80’e getirildi ve son hacim destile su ile 500 mL’ye
tamamlandi.

0.01 M Na2HPO4 tamponu, pH: 6.00; 1.42 gr (0.01 mol) Na2HPO4 950 mL destile
suda ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 6.00’a getirildi ve son hacim destile su ile 1L ye
tamamlandi.

4) Afinite jelinin dengelenmesi ve yitkanmasi icin kullanilan tamponlar:

0.05 M fosfat tamponu, pH: 5.00; 3.55 gr (0.025 mol) Na;HPO4 450 mL destile su
icinde c¢oziilerek pH’st 5.00°a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye
tamamlandi.

5) Afinite kromatografisinde jele baglanmis PPO enziminin elusyonu i¢in
kullanilan ¢ozelti:

0.05 M NazHPO4/ 1 M NaCl tamponu, pH: 8.00; 3.55 gr (0.025 mol) Na;HPO4 ve
29.25 gr (0.5 mol) NaCI 450 mL destile su i¢inde ¢oziilerek pH’s1 8.00’a getirilerek
son hacmi destile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

6) Aktivite Tamponu:

0.1 M NaHPO4 tamponu, pH: 6.80; 7.1 gr (0.05 mol) NaoHPO4 450 mL destile su
icinde c¢oziilerek pH’s1 6.80°e getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye

tamamlanda.
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7) Substrat Cozeltisi:

Substrat ¢ozeltisi 10 mL, 0.1 M olacak sekilde hazirland1. Bu amagla 0.11 gr (1x1073
mol) katekol son hacim 10 mL olacak sekilde destile su ile ¢oziildii.

8) Protein tayininde kullanilan standart serum albumin ¢ézeltisi (1 mg/mL):

25 mg standart serum albumin 25 mL saf suda ¢oziildii.

9) Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan cozelti:

100 mg Coomassie brillant blue G-250, 50 mL etanolde ¢oziildii. Bu ¢6zeltiye 100
mL % 95’lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi destile su ile 1 L’ye
tamamlandi.

10) Stok inhibitor ¢ozeltileri:

Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan inhibitor ¢ozeltileri (orijinal iire tiirevleri)10° M
olacak sekilde hazirlandi.

11) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu:

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5 mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
-merkapto etanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01 gr
Destile su 0.5mL

12) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu:

Tris-HCI 3.0qr
Glisin 14.4 gr
SDS 10qgr

Destile su ile son hacim 1Lt’ye tamamland1
13) SDS-PAGE’de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlamsi:
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarmin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar1 Tablo 2.2°de verilmektedir.
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Tablo 2.2: SDS-PAGE’de kullanilan jel karisimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

% 10

% 3

Akril amid/Bis (% 30)

Akril amid  15gr

Bis 0.4 gr

Son hacim destile su ile 50 mL’ye
tamamlanuir.

16.65 mL

2.6 mL

Destile su

20.1 mL

122 mL

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)

Tris-HCI 11.82 gr

pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH
ilave edilerek son hacim destile su ile
50 mL’ye tamamlandi.

12.5mL

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)
Tris-HCI 3.94 gr
pH: 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH

ilave edilerek son hacim destile su ile | _

50 mL’ye tamamlandh.

5mL

% 10’luk SDS

SDS lgr

Son hacim destile su ile 10 mL’ye
tamamlanir.

0.5mL

200 uL

TEMED

25 L

20 pL

% 10’luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat 1 gr

Son hacim destile su ile 10 mL’ye
tamamlanir.

750 pL

400 uL

14) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi:

0.66 gr Coomassie brillant blue R-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24

mL saf asetik asit ve 120 mL destile su ilave edildi.

15) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma ¢ozeltisi:

% 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile igermektedir. Bu amagla 75 mL

asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karigtirildi.
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2.2 Yontemler

2.2.1 PPO Enziminin Saflastirilmasi

2.2.1.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Deneylerde enzim kaynagi olarak kullanilan muz ithal olup ticari bir
isletmeden alindi. Ham ekstrakt hazirlanirken, 50 g muz 100 mL ekstraksiyon
tamponu iginde ev tipi blender ile 2 dakika boyunca homojenize edildi. Homojenat
tillbent ile siiziildiikten sonra, siiziintii sogutmali santrifiijde +4°C’de 15000 rpm’de
45 dakika stireyle santrifiij edildi. Coken kisim atildi ve elde edilen supernatant ham

ekstrakt olarak kullanildi.

2.2.1.2 Amonyum Siilfatla Coktiirme

Amonyum siilfatla ¢oktiirme islemleri % 0-80 arasinda doygunlukta yapilir.
Coktiirme islemleri sirasinda kullanilacak kati amonyum stilfat miktarlar1 asagida

formiile gore hesaplandi.

1.77XVX(82— Sl)
gr =
(NH4)2504 3.54-9;

V: Siipernatant hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Kati amonyum siilfat miktar: tespit edildikten sonra ham ekstrakta kati
(NH)2SO4 yavas bir sekilde azar azar katildi ve her ilave sonrasinda daha once
katilan (NH)2SOs‘in ¢6ziinmiis olmasma dikkat edildi. % 80 Amonyum siilfat
doygunluguna getirilen suspansiyon 15000 rpm’de 45 dakika siireyle sogutmali
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santrifiijde +4°C’de santrifiijlendi. Ekstrakt santrifiij edildikten sonra tiiplerin
tizerindeki sivi kisimlar atilip olusan ¢okelek 5 mM fosfat tamponunun (pH: 6.3)

¢Oziinebildigi en az miktarinda ¢oziildii.

2.2.1.3 Diyaliz

5 mM fosfat tamponundaki enzim ¢ozeltisi diyaliz torbasina (Sigma
Diagnostics, dialysis sacks) yerlestirildi ve yine ayni tampona (5 mM fosfat tamponu,
pH: 6.3) kars1 en az 3 defa degistirilmek suretiyle 24 saat boyunca +4°C’de diyaliz
edildi.

2.2.1.4 PPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Calisma grubumuz tarafindan sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-p-
aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak PPO enzimi saflastirildi [1]. PPO
enziminin saflagtirillmasi i¢in uygulanan en etkili metodlardan birisi de afinite
kromatografisi ile saflastirma yontemidir. Bu yontem, bir g¢esit adsorpsiyon
kromatografisi olup saflastirilmak istenen molekiile spesifik bir ligandin, kat1 destek
metaryeline baglanmasiyla sentezlenen jel ile saflastirma saglanan bir tekniktir. Bu
yontem sayesinde saflagtirilmast ¢ok zor ve bazen imkansiz gibi goriinen

biyomolekiilleri ¢ok kisa siirede ve yiiksek verimle saflastirmak miimkiindiir [95].

2.2.1.5 Enzim Cozeltisinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin

Eliisyonu

Sentezlenen afinite jeli 1x15 cm’lik kolonlara paketlenerek 0.05 M fosfat
tamponu (pH: 5) ile yikanarak dengeleme saglandi. Dengelenip dengelenmedigini de
pH kontrolii yaparak tespit edilir. Diyaliz isleminden sonra elde edilen enzim
cozeltisi kolona tatbik edildi ve yine aymi tampon ile yikandi. Boylece polifenol
oksidazin biiyiik kismi afinite jeline tutundu ve diger safsizliklar uzaklagmis oldu.
Daha sonra 0,05 M pH=7,00 NazHPO4/1 M NaCl tamponu ile eliisyon islemi yapildi

ve 2’ser mL eliatlar toplandi. Eliiatlarda, 280 nm’de kalitatif protein, Coomassie
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blue metoduyla kantitatif, ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi. Elde edilen
sonuglar grafik halinde Sekil 3.99 ve 3.100°de verildi.

2.2.2 Yeni Afinite Jellerinin Sentezi

Matriks olarak kullanilan Sepharose-4B ve Sepharose-6B’nin serbest -OH
guruplarmin aktiflestirilme isleminde CNBr yontemi kullanildi [66]. Matriksler
CNBEr ile aktiflestirildikten sonra, anilin kovalent olarak jel yapisina katildi. Daha
sonra aniline diazolanmis p-amino benzoik asidin baglanmasi islemi gerceklestirildi.
Burada anilin, afinite jelinin uzant1 kolunu, p-aminobenzoik asit ise enzimi spesifik
olarak baglayan kismini (ligand) olusturmaktadir. P-aminobenzoik asit polifenol
oksidaz enziminin spesifik bir inhibitoriidiir ve afinite jelinin yapisina girerek soz
konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasinda basariyla kullanilildi. Afinite jeli

asagidaki prosediire gore hazirlandi.

2.2.2.1 Matriksin Aktiflestirilmesi ve Anilin Baglanmasi

10’ar mL Sepharose-4B ve Sepharose-6B saf su ile iyice yikanarak dekante
edildi ve esit hacimdeki destile su ile birlestirildi. Hafif tempoda karigan jel
stispansiyonuna 5M’lik  CNBr ¢ozeltisinden yaklagtk 7,5 mL ilave edildi.
Stispansiyonun pH’s1 4 M NaOH c¢ozeltisi kullanilarak hemen 11°¢ ¢ikarildi ve
reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam
edildi. Cok miktarda buz slispansiyona katilir ve karigim bir buchner hunisine alinip
250 mL soguk 0.1 M NaHCOs tampon ¢ozeltisi ile (pH: 10) ile yikandi. Yikama
bittikten sonra aktiflestirilmis matriks ayni tamponun 40 mL’sine alinip iizerine, 20
mL’sinde 50 mg anilin igeren ayni tamponun soguk ¢ozeltisi ilave edilerek hafif
tempoda 90 dakika karistirildiktan sonra buzdolabina kaldirildi ve 16 saat +4°C’de
bekletildi. Daha sonra siispansiyon yaklagik 1 It saf su ile iyice yikandi. Boylece
reaksiyona girmeyen anilin tamamen uzaklastirilmig olur. Yikama, 100 mL 0.2 M
NaHCO3z tamponu ile (pH: 8.8) tekrarlandi. Anilin ile aktiflestirilmis matriksler ayni

tamponun 40 mL’si i¢ine alindi.
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2.2.2.2 p-Aminobenzoik Asidin Baglanmasi

25 mg p-aminobenzoik asit, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI igerisinde
¢oziiliip, 75 mg NaNO; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, p- aminobenzoik asit
¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis olan p-
aminobenzoik asit, 40 mL Sepharose-4B-Anilin ve 40 mL Sepharose-6B-Anilin
slispansiyonuna ilave edildi. pH: 9.5’a ¢ikarilarak sabit tutulup 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra bol miktarda saf su ve ardindan 200 mL 0.01 M
Na;HPOs (pH: 6) tamponu ile yikandi ve aymi tamponda muhafaza edildi.
Sentezlenen jelin kimyasal yapis1 Sekil 2.4 de gosterilmektedir.

H

Sefaro

SoH

Sekil 2.3: Sepharose 4B, 6B-anilin-p-aminobenzoik asitin son hali.

2.2.3 SDS-PAGE ile Enzimin Safliginin ve Molekiil Agirhginin Kontrolii

Muz PPO enzimin afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan sonra iki
farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, aymrma jeli % 10
konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi
(SDS-PAGE) Laemelli tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik
derecesi kontrol edildi [96].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri iizerine konuldu ve kiskaclarla tutturularak jel hazirlama cihazina
konuldu. Tablo 2.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina
istten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildi. Jel igerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) {ist

yiizeydeki n-biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen doluncaya
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kadar polimerlesmis ayirma jelinin iizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki
yiikleme jelinin iizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi.
(vaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestirkten sonra tarak, kuyucuklarin
arasinin bozulmamasina dikkat edilerek cikarildi. Kuyucuklar dnce saf suyla sonra
tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek
aktivite gosterenler birlestirilerek amonyum siilfatla % 80 doygunluga getirildi. Elde
edilen ¢ozelti toplam hacim 100 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla
karistirildi. Saflastirtigimiz enzimin yaklasik molekiil agirligini kontrol etmek igin,
10 ile 250 kDA molekiil agirligina sahip proteinleri igeren marker kullanildi. Toplam
hacim 100 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler
sogutularak enjektorle kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina
baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant yiikleme jelinden ayirma jeline vardiginda
voltaj 150 volt’a yiikseltildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin
altina 0.5 cm kalana kadar yiiriitiildiikten sonra akim kesilerek ytriitme durduruldu.
Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jel kesililip ayrildiktan sonra
protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1.5-2
saat kadar calkalayici lizerinde birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden
cikarilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle
jelin zemin rengi agilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti i¢inde

calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi g¢ekildi
(Sekil 3.101).
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2.2.4 Protein Tayini

2.2.4.1 Kalitatif Tayin

Afinite kromatografi teknigiyle elde ettigimiz eliiatlarin Kalitatif protein
tayinleri 280 nm’deki absorbans oOlglimleri alinarak yapildi. Bu metodun temel
prensibi, fenilalanin, tirozin ve tiriptofan gibi proteinlerin yapisinda bulunan
aromatik halkaya sahip amino asitlerin 280 nm’de UV 1ginlarini1 absorblamalaridir
[97]. Eluatlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometrede kore karsi

6lciildii. Proteinin i¢inde bulundugu tampon kor olarak alindu.

2.2.4.2 Kantitatif Tayin

Saflagtirma basamaklarinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein miktar
tayinleri, Bradford yontemiyle belirlendi. Bradford yontemi, proteinlerin fosforik
asitli ortamda Coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi ve
olusan kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans géstermesi esasina dayanir [98].
Diger kantitatif yontemlere gore iistiin olmasinin nedeni ise uygulama siiresinin ¢ok
kisa olmasi, bozucu faktorlerin az olmasi ve protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100pg arasindadir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mg/mL olacak sekilde
hazirladigimiz standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100 pL alindi. 5 mM fosfat tamponu (pH: 6.3) ile tiim tiiplerin
hacimleri 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her
bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks edildikten 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 5 mM
fosfat tamponu (pH: 6.3) olan 1. Tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen ug protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.98).

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden 0.1’er mL 2 ayr tiipe alinarak {lizerlerine

5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karigtirildiktan 10 dakika sonra
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595 nm’de absorbanslar1 l¢iildii. Iki l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplandi.

2.2.5 PPO Enziminin Aktivite Tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite olgitimii i¢in 40 pL enzim ¢6zeltisi alinip daha 6nceden hazirlanmis olan 960
uL tampon + substrat (0,1 M katekol) ¢6zeltisine ¢cabuk bir sekilde eklendikten sonra
420 nm’de kore kars1 bir dakikada absorbansda meydana gelen degisme okundu. 1
Enzim Unitesi (EU) reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakika sonunda meydana gelen
0,001°1ik artig olarak tanimlandi. Aktivite birimi olarak “1 mL enzim ¢ozeltisi bagina

1 dakikada absorbansta meydana gelen 0,001 birimlik degisme” kullanildi.

2.2.6 PPO Enzimi ile Tlgili Kinetik Calismalar

Katekol substrati kullanarak, PPO enziminin optimum kosullarda Km ve
Vmax degerleri bulundu. Ayrica farkli inhibitorler igin, optimum sartlarda, ICsp ve Ki;

degerleri bulundu.

2.2.6.1 Katekol Substrati icin Optimum Sartlarda Km ve Vmax

Degerlerinin Bulunmasi

Km Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda katekol
substratlarmin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢iimleri yapildi. Her
Olciim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 1/V ve 1/[S]
degerleri hesaplanarak Linewear-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.1). Km Ve Vmax

degerleri grafiklerin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.
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2.2.6.2 Inhibitorler icin ICso Degerlerinin Bulunmasi

Inhibitérlerin ICso degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda 0,01 M katekol
substratiyla calisildi. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu ve bu deger
% 100 aktivite olarak kullanildi. Degisik inhibitoér konsantrasyonlarina karsilik gelen
absorbanslar 420 nm’de kore karsi okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden %
aktiviteler hesaplandi ve % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 3.2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54,
56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94 ve 96). Bu
grafiklerden yararlanarak her bir inhibitor i¢in ICso degerleri hesaplandi. Sonuglar

Tablo 3.2°de verildi.

2.2.6.3 Inhibitorler icin Ki Degerlerinin Bulunmasi

Farkli inhibitorler icin Kj degerlerinin bulunmasi i¢in 6nce inhibitorsiiz
ortamda optimum sartlarda farkli katekol substrati konsantrasyonlari kullanarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitor i¢in 2 degisik sabit inhibitor
konsantrasyonunda optimum sartlarda aktiviteler katekol substrat1 kullanilarak tespit
edilerek 1/V ve 1/[S] degerlerinden yararlanarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 3.3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45,
47,49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91,
93, 95 ve 97). Bu grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K degerleri tespit
edildi (Cizelge 3.2). Ki degerleri yarigmali (kompetetif) inhibisyon i¢in Lineweaver-
Burk egrisinde egime esit olan Km/Vmax(1+[l]/Ki) ifadesinden, yarigmasiz
(nonkompetetif) inhibisyon i¢in egrinin 1/V eksenini kestigi noktayr veren
1/Vmax(1+[1]/Kj) ifadesinden yararlanarak hesaplandi. Sonuglar Tablo 3.2’de verildi.
Denklemlerde kullanilan Km Ve Vmax degerleri inhibitdrsiiz ortamda bulunan

degerlerdir.
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3. BULGULAR

3.1 Muz PPO Enziminin Katekol Substrati icin Optimum Sartlarda

Kwm ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Kwm Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, optimum sartlarda katekol
substratinin degisen konsantrasyonlarinda 420 nm’de enzim aktivitesi Ol¢iimleri
yapildi. Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak bulunan degerlerin ortalamasi hesaplandi.
Aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/mLdak) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
hesaplanarak katekol substrati i¢in Linewear-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 3.1). Km ve
Vmax degerleri grafikten yararlanarak dogru denkleminden hesaplandi. Bulunan K,

Vmax V& Vmax/Km degerleri Tablo 3.1 de verildi.

140
®
120
100 y =0,2175x + 23,458
R?=0,9837

©
o
)
2
—
-110 -10 90 190 290 390 490 590

U[si(m)

Sekil 3.1: Muz PPO enzimi i¢in katekol substrati ile elde edilen Linewear-
Burk grafigi.
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Tablo 3.1: Muz PPO enziminin katekol substrat i¢in Km Ve Vmax degerleri.

Substrat Km(mM) Vmax(U/mLdak) Vmax/Km

Katekol 9,27 42628 4598

3.2  Muz PPO Enziminin Farkh Inhibitérleri icin ICso Degerlerinin ve

Ki Sabitlerinin Bulunmasi

Bu c¢aligmamizda kullandigimiz inhibitérlerin ICso degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda katekol substratinin 0.1 M sabit konsantrasyonunda ¢alisildi.
Substrat ¢ozeltisi olarak 0,1 M katekol hazirland1 ve her Slglimde 80 pL alindi.
Inhibitdr ¢ozeltilerinden ise degisen hacimlerde alinarak toplam 1000 pL’lik bir
reaksiyon hacmi olusturuldu. Once inhibitérsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu.
Bu deger % 100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 40
uL enzim ¢ozeltisi alinip daha 6nceden hazirlanmis olan 960 uL tampon + substrat +
inhibitor ¢ozeltisine cabuk bir sekilde eklendikten sonra 420 nm’de bir dakikada
absorbansda meydana gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden %
aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 3.2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56,
58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94 ve 96).(I=
kiivetteki 1 mL hacim igerisinde bulunan inhibitér konsantrasyonudur). Bu
grafiklerden yararlanarak her bir inhibitor igin ICso degerleri hesaplandi. Sonuglar
Tablo 3.2°de verildi.

Farkli inhibitorlerin K sabitlerinin bulunmasi amaciyla, 6nce inhibitorsiiz
ortamda optimum sartlarda farkli katekol substrati konsantrasyonuna bagl olarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitér i¢in 2 degisik sabit inhibitor
konsantrasyonunda, optimum sartlarda, katekol substrati kullanilarak aktiviteler
belirlendi. 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak, Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 3.3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45,
47,49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91,
93, 95 ve 97). Bu grafiklerden yararlanarak K degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit
edildi (Tablo 3.2).
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Sekil 3.2: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrat1 konsantrasyonunda

4’-(4-florofeniliirenil)-apigenidin i¢in % aktivite — [1] grafigi.

| A0.00016 M B 0.00004 M ® Kontrol

400 -
350 -+

300 ~
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1/V (10-6)

150 -
100 -

50

-100 0 100 200 300 400
1/[s] (M)

Sekil 3.3: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-florofeniliirenil)-apigenidin’in

inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.4: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-florofeniliirenil)-6-hidroksi-apigenidin igin % aktivite — [I] grafigi.

| A0.00015M ®0.00005 M ® Kontrol
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Sekil 3.5: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-florofeniliirenil)-6-hidroksi- apigenidin’in
inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.6: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrat1 konsantrasyonunda

4’-(4-florofeniliirenil)-7-hidroksi-apigenidin igin % aktivite — [I] grafigi.

| A0.00012M ®0,00003M ¢ Kontrol
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Sekil 3.7: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-florofeniliirenil)-7-hidroksi- apigenidin’in
inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.8: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrat1 konsantrasyonunda

4’-(4-klorofeniliirenil)-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.

| Ao0.00011 M M0.00002M € Kontrol

700 -
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1/[s] (M)

Sekil 3.9: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-klorofeniliirenil)-apigenidin’in
inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.10: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-klorophenyxlurenyl)-6-hidroksi-apigenidin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.11: Muz PPO enzimi lizerine 4’-(4-klorophenyxlurenyl)-6-hidroksi-
apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.12: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-klorofeniliirenil)-7-hidroksi-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.

| A0.00008 M M0.00004 M @ Kontrol
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Sekil 3.13: Muz PPO enzimi {izerine 4’-(4-klorofeniliirenil)-7-hidroksi-
apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.14: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-nitrofeniliirenil)-apigenidin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.15: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-nitrofeniliirenil)-apigenidin’in
inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.16: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-nitrofeniliirenil)-6-hidroksi-apigenidin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.17: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-nitrofeniliirenil)-6-hidroksi-
apigenidin’nin inhibisyon etkisi.

42



HO

100

80

60

% Aktivite

40

20 -

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

[4-NFU7HAd] uM

Sekil 3.18: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-nitrofeniliirenil)-7-hidroksi-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.19: Muz PPO enzimi lizerine 4’-(4-nitrofeniliirenil)-7-hidroksi-
apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.20: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-nitrofeniltiyoiirenil)-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.21: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-nitrofeniltiyotirenil)-apigenidin’un
inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.22: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-nitrofeniltiyoiirenil)-6-hidroksi-apigenidin i¢in % aktivite — [1] grafigi.

| Ao0.00016 M M 0.00006 M # Kontrol
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Sekil 3.23: Muz PPO enzimi {izerine 4’-(4-nitrofeniltiyoiirenil)-6-hidroksi-
apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.24: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-nitrofeniltiyoiirenil)-7-hidroksi-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.

| A0.00012 M B 0.00003M @ Kontrol
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Sekil 3.25: Muz PPO enzimi {izerine 4’-(4-nitrofeniltiyoiirenil)-7-hidroksi-

apigenidin’nin inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.26: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-klorofeniltiyotirenil)-apigenidin i¢in % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.27: Muz PPO enzimi iizerine 4’-(4-klorofeniltiyoiirenil)-apigenidin’in
inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.28: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-klorofeniltiyotirenil )-6-hidroksi-apigenidin i¢in % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.29: Muz PPO enzimi {izerine 4’-(4-klorofeniltiyotirenil)-6-hidroksi-
apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.30: Muz PPO enzimi tizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

4’-(4-klorofeniltiyotirenil)-7-hidroksi-apigenidin i¢in % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.31: Muz PPO enzimi {izerine 4’-(4-klorofeniltiyotirenil)-7-hidroksi-
apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.32: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-glikozil-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.33: Muz PPO enzimi tizerine 7-O-glikozil-apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.34: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-B-d-glikopiranozil-apigenin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.35: Muz PPO enzimi lizerine 7-O-3-d-glikopiranozil-apigenin’nin inhibisyon

etkisi.
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Sekil 3.36: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-galaktozil-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.37: Muz PPO enzimi lizerine 7-O-galaktozil-apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.38: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-B-d-galaktopiranozil-apigenin igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.39: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-B-d-galaktopiranozil-apigenin’in

inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.40: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda 7-
0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil)-apigenin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.41: Muz PPO enzimi {izerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil)-
apigenin’in inhibisyon etkisi.

54



% Aktivite

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
[7-OTABAGPN] pM

Sekil 3.42: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil)-naringenin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.43: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil)-

naringenin’nin inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.44: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-galaktopiranozil)-apigenin i¢in % aktivite — [1] grafigi.

| A 0.00005M B 000003 M @ Kontrol |
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Sekil 3.45: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-galaktopiranozil)-
apigenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.46: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-galaktopiranozil)-naringenin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.47: Muz PPO enzimi lizerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-galaktopiranozil)-

naringenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.48: Muz PPO enzimi iizerine 0.1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-rutinozil apigenidin icin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.49: Muz PPO enzimi tizerine 7-O-rutinozil apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.50: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-rutinozil apigenin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.51: Muz PPO enzimi tizerine 7-O-rutinozil apigenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.52: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

Diosmidin igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.53: Muz PPO enzimi tizerine Diosmidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.54: Muz PPO enzimi tizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

Diosmin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.55: Muz PPO enzimi tizerine Diosmin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.56: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-sellebiyozil apigenidin igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.57: Muz PPO enzimi lizerine 7-O-sellebiyozil apigenidin’in inhibisyon

etkisi.
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Sekil 3.58: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-sellebiyozil apigenin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.59: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-sellebiyozil apigenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.60: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-(Heptaasetil-B-D-sellobiyozil)-naringenin igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.61: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-(Heptaasetil-p-D-sellobiyozil)-
naringenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.62: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-heptaasetilsellebiozil Apigenin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.63: Muz PPO enzimi lizerine 7-O-heptaasetilsellebiozil Apigenin’in

inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.64: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

3-O-rutinozil Kuarsetidin i¢in % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.65: Muz PPO enzimi iizerine 3-O-rutinozil Kuarsetidin’nin inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.66: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

Rutin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.67: Muz PPO enzimi tizerine Rutin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.68: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

Hesperidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.69: Muz PPO enzimi iizerine Hesperidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.70: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-rutinozil naringenin igin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.71: Muz PPO enzimi tizerine 7-O-rutinozil naringenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.72: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7,4'-di-O-(Tetraasetil-p-D-glikopiranozil)-apigenin igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.73: Muz PPO enzimi lizerine 7,4'-di-O-(Tetraasetil-B-D-glikopiranozil)-

apigenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.74: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7,4'-di-O-B-D-glikopiranozil-apigenin igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.75: Muz PPO enzimi lizerine 7,4'-di-O-B-D-glikopiranozil-apigenin’nin

inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.76: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda
7-O-Tetraasetil-B-D-galaktopiranozil-4'-O-(Tetraasetil-3-D-glikopiranozil)-apigenin

icin % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.77: Muz PPO enzimi lizerine 7-O-Tetraasetil-B-D-galaktopiranozil-4'-O-

(Tetraasetil-B-D-glikopiranozil)-apigenin’iin inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.78: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-B-D-galaktopiranozil-4'-O-B-D-glikopiranozil-apigenin igin % aktivite — [I]

grafigi.
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Sekil 3.79: Muz PPO enzimi {izerine 7-O-p-D-galaktopiranozil-4'-O-B-D-
glikopiranozil-apigenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.80: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-(Heptaasetil-p-D-sellobiyozil)-4'-O-(tetraasetil-B-D-glikopiranozil)-apigenin

icin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.81: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-(Heptaasetil-pB-D-sellobiyozil)-4'-O-

(tetraasetil-p-D-glikopiranozil)-apigenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.82: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-B-D-sellobiyozil-4'-O-B-D-glikopiranozil-apigenin i¢in % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.83: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-f-D-sellobiyozil-4'-O-B-D-glikopiranozil-

apigenin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.84: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda
7-O-B-D-galaktopiranozil-4'-di-O-B-D-glikopiranozil-apigenidin i¢in % aktivite —

[1] grafigi.
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Sekil 3.85: Muz PPO enzimi lizerine 7-O-p-D-galaktopiranozil-4'-di-O-p-D-
glikopiranozil-apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.86: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7,4'-di-O-B-D-glikopiranozil-apigenin igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.87: Muz PPO enzimi {izerine 7,4'-di-O-B-D-glikopiranozil-apigenin’in

inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.88: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

7-O-B-D-sellobiyozil-4'-O-B-D-glikopiranozil-apigenidin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.89: Muz PPO enzimi iizerine 7-O-f-D-sellobiyozil-4'-O-B-D-glikopiranozil-
apigenidin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.90: Muz PPO enzimi iizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

Imazetapir i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.91: Muz PPO enzimi iizerine imazetapir’in inhibisyon etkisi.

79



Cl Cl
- +
\©io/\ﬂ/o [NHz(CH3)2]

o
100 l

80 - PN

% Aktivite

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

[2,4-DMA] MM

Sekil 3.92: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

2,4 dimetilamin i¢in % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.93: Muz PPO enzimi {izerine 2,4 dimetilamin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.94: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

Glyfosfat izopropilamin i¢in % aktivite — [I] grafigi.
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Sekil 3.95: Muz PPO enzimi iizerine Glyfosfat izopropilamin’in inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.96: Muz PPO enzimi lizerine 0,1 M Katekol substrati konsantrasyonunda

Propamokarb HCl igin % aktivite — [1] grafigi.
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Sekil 3.97: Muz PPO enzimi {izerine Propamokarb HCI’in inhibisyon etkisi.

82



Tablo 3.2: Flavonoidler igin, Muz PPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan
Ki, % aktivite grafiklerinden bulunan ICs degerleri ve Inhibisyon tiirleri.

Maddeler 1Cso (UM) Ki (uM) Inhibisyon Tiirii
4-FFUAd 32.2 10.74 Yarismali
4-FFU6HAd 82.7 29.91 Yarismali
4-FFU7THAd 78 27.5 Yarismali
4-KFUAd 53 16.52 Yarigsmali
4-KFU6HAd 118.5 19.99 Yarigsmal
4-KFU7THAd 62.5 6.01 Yarigsmali
4-NFUAd 194 24.08 Yarigsmali
4-NFU6HAd 60.4 16.4 Yarismali
4-NFU7HAd 88 27.4 Yarigsmali
4A-NFTUAd 169 24.12 Yarismali
4-NFTU6HAd 121 29.23 Yarismali
4-NFTU7HAd 63.9 14.7 Yarismali
4-KFTUAd 142.5 20.48 Yarismali
4-KFTU6HAd 57.5 7.94 Yarigsmali
4-KFTU7THAd 133 18.01 Yarismali
7-OGAd 87.5 84.72 Yarigsmali
7-OpdGPA 84.5 74.53 Yarigmali
7-OGaAd 40.5 39.89 Yarismali
7-OpdGaPA 495 4491 Yarismali
7-OTABAGPA 61.6 59.77 Yarigmali
7-OTABAGPN Sl 24.95 Yarismali
7-OTABdGaPA 43.6 39.86 Yarigmali
7-OTABdGaPN 57.1 44.94 Yarigmali
7-ORAd 18.1 14.98 Yarigmali
7-ORA 39.9 34.80 Yarigsmali
Dsd 47.6 44.85 Yarismali
Ds 40.2 34.95 Yarismal
7-OSAd 10.7 7.45 Yarismali
7-OSA 32.7 29.93 Yarismal
7-OHBDSN 59.4 49.75 Yarigmali
7-OHASA 36.7 34.95 Yarismal
3-ORK 61.2 59.82 Yarismal
Rt 32.9 24.96 Yarigsmali
Hsd 72.4 69.80 Yarigsmali
7-ORTN 53.2 49.82 Yarigmali
7,4'-dOTABAGA 491 457 Yarigmali
7,4'-dOBDGA 432 358 Yarigmal
7-OTpDGa4'OTABDGA 433 345 Yarigmali
7-OpD-Ga4'OpDGA 615 412 Yarigmali
7-OpDS4'OTABDGA 184 75.2 Yarigmali
7-OpDS4'OBDGA 335 292 Yarigmali
7-OpDGa4'OBDGAd 299 287 Yarismal
7,4'- OBPDGA 311 196 Yarigmali
7-OpDS4'OBDGAd 99 83.9 Yarismal
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Tablo 3.3: Pestisitler i¢cin, Muz PPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan Ki,
% aktivite grafiklerinden bulunan ICs degerleri ve Inhibisyon tiirleri.

Maddeler ICs0 (MM) Ki (mM) Inhibisyon Tiirii
Imzpr 228 82.3 Yarigmasiz
2,4-DMA 89.2 29.9 Yarigsmasiz
GFIPA 33.5 20.7 Yarismasiz
PP-HCI 71.7 24.7 Yarismasiz
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3.3  Bradford Yontemi ile Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan

Standart Egri

Proteinin tayini bolim 2.2.4.2°de anlatildigi gibi Bradford yontemi
kullanilarak yapildi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi ve saflastirma
basamaklar1 sonundaki enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlari grafige gore belirlendi.
Standart ¢ozeltideki mg protein karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1° de

gosterilmistir.

---- - y =29,602x + 0,1441
& 0,5 . R? = 0,9952
Lo

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
BSA Protein (mg/ml)

Sekil 3.98: Bradford yontemine gore hazirlanan protein standart grafigi.

3.4 Yeni Sentezlenen Afinite Jelleriyle Muz Meyvesinden PPO

Enziminin Saflastirilmasi

Bolim 2.2.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan afinite jelleri 1x15 cm
ebatindaki kolonlara paketlendikten sonra kolonlar 0.05 M Na;HPO4 tamponu (pH
5.00) ile dengelendi. Dengeleme islemi bittikten sonra, jel iizerindeki tampon
seviyesi jel seviyesine kadar indirildi ve diyaliz isleminden sonra elde edilen muz
enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edildi. Kolon NazHPO4 tamponu (pH 5.00) ile yikandi.
Kolonun tamamen yikandigt 280 nm’de protein absorbansini kontrol ederek
anlagildi. Yikama islemi bittikten sonra eliisyon islemine gecildi. Eliisyona

baslamadan once jel ilizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi ve
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eliisyon tamponu [0.05 M Na;HPO4/1 M NaCl (pH 7.00)] kolona yiiklendi. 2’ser mL
eliatlar alinmaya baslandi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanilarak, her bir tlipte
280 nm’de kalitatif protein tayini ve 420 nm’de aktivite tayini yapildi. Her iki jel igin
de elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 grafikleri ¢izildi (Sekil 3.99 ve 3.100).
Afinite kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan tlipler birlestirildi.
Kolona tatbik edilen numune ve eliiat ¢ozeltileri ig¢in Bradford metodu ile kantitatif
protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlari tespit

edildi. Sonuclar Tablo 3.3’de verildi.

Sepharose 6B-anilin-p-amino benzoik asit
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—@— Aktivite —@=—Protein 280
Sekil 3.99: Sepharose 6B-anilin-p-amino benzoik asit afinite jeline ait eliiatlarin

280 nm’deki protein absorbanslar1 ve 420 nm’deki aktiviteleri.

Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit
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Sekil 3.100: Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit afinite jeline ait eliiatlarin
280 nm’deki protein absorbanslar1 ve 420 nm’deki aktiviteleri.
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Tablo 3.4: MPPO enziminin saflagtirma tablosu.

Afinite jeli

Saflastirma Basamad: Hacim | Aktivite Toplam Protein | Toplam Protein | Spesifik Aktivite | Verim | Saflastirma
> 8 | (mL) | (U/mLdak) | Aktivite | (mg/mL) (mg) (U/mg protein) | (%) Derecesi
Ham
Ekstrakt 75 10850 813750 0.2186 16.365 49634 - -
Amonyum siilfat 70 14425 1009750 0.1818 12.726 79345 124.1 1.6
Sepharose 4B-anilin-p-
amino benzoik asit 2 18250 36500 0.011 0.022 1659091 4.49 33.4
Afinite jeli
Sepharose 6B-anilin-p-
amino benzoik asit 2 28675 57350 0.0055 0.011 5213636 7.05 105.042
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3.5 MPPO Enzimi i¢in SDS-PAGE

Her iki afinite kolonundan da saflastirilan MPPO enziminin safligin1 ve
molekiil agirligini kontrol etmek amaciyla bolim 2.2.5°de anlatildigi sekilde
hazirlanan SDS poliakrilamid jel elektroforezine muzdan saflastirilan PPO
enzimlerinin numuneleri tatbik edildi. Protein bantlari igeren jelin fotografi ¢ekilip

molekiil agirliginin yaklasik olarak 35 kDa oldugu tespit edildi (Sekil 3.101).

Marker 1 2

kDa

~-250

-130
~100

~55
~35
—
— ~-15

Sekil 3.101:  Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit (1) ve Sepharose 6B-
anilin-p-amino benzoik asit (2) afinite kromatografisi jelleri ile
saflagtirnlan  MPPO enzimleri i¢in SDS poliakrilamid jel
elektroforezi.
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4. SONUC VE ONERILER

Katekolaz, Lakkaz ve Tirozinaz olarak da bilininen polifenol oksidaz (PPO)
aktif bolgesinden bakir bulunan bir metalo enzimdir. Mikroorganizmalarda,
hayvanlarda ve bitkilerde olduk¢a yaygin bir sekilde bulunur. PPO, molekiiler
oksijen igeren monofenollerin o-difenollere (monofenolaz) ve o-difenollerin o-
kinonlara (difenolaz) ve metoksi ile yer degistirmis polifenoller ve aromatik
diaminler gibi bir ¢ok bilesigin oksitlendigi (lakkaz) reaksiyonlar1 katalizleyen bir
enzimdir. [99,100].

Kiiciikislamoglu, Arslan ve grubu ile ortak yiiriittiiglimiiz Tiibitak Projesi
kapsaminda, Sakarya Universitesi Organik Kimya Laboratuarlari’nda sentezlenen
flavonoid tiirevlerinin, katekol substrati kullanarak, saflastirdigimiz MPPO enzimi
aktivitesi tizerindeki etkileri ilk defa tarafimizca incelenmis ve tamaminin s6z

konusu enzimi inhibe ettigi tespit edilmistir.

20. ylzyilin ortalarma dogru flavonoidlerin 6nemli bir kismini olusturan
apigenidin tiirevlerinin biyolojik aktiviteye sahip olduklarinin anlasilmasindan dolay1
flavonoidlere karsi ilgi artmigtir. Bu ilginin nedenlerinden biri 1936 yilinda limon
kabugundaki flavonoidli bir preparatin eldesi ve bunun p-vitamin aktivitesi

gostermesidir [74].

Flavonoid lizerine yapilan arastirmalarin en yogunlastigi alan insan saghig
lizerine sagladigi faydalardir. Flavonoidlerin, antiinflamatuar, antioksidant,
antimikrobiyal, antibakteriyal ve antikanserojenik etkileri de bagka arastirmacilar

tarafindan bulunmstur [84-87].

Inhibisyon calismalarinda kullanilan pestisitler zirai ilaglamada en sik
kullanilan tarim ilaglaridir. Daha 6nce yine tarafimizca karbonik anhidraz enzimi
lizerine etkileri arastirilmis ve s6z konusu enzimi inhibe ettikleri tespit edilmistir

[121].
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S6z konusu ¢alismada kullanilan flavonoid tiirevlerinin ve pestisitlerin [ICso]
degerleri inhibisyon grafiklerinden hesaplanmistir. Elde edilen [ICso] degerleri tablo
3.2’de verilmistir. Bu degerlere gore flavonoid tiirevleri igerisinde en giicli
inhibitoriin 7-O-sellebiyozil apigenidin oldugu gézlenmektedir (10.7 uM). Bunu 7-
O-rutinozil apigenidin ve 7-O-sellebiyozil apigenin izlemektedir. Tabloda gorildigi
gibi  7-O-p-D-galaktopiranozil-4'-O-B3-D-glikopiranozil-apigeninin PPO’ya karsi
afinitesi en disiiktiir. Bu dort pestisit igerisinde en etkili inhibitoriin ise Glyfosfat

izopropilamin oldugu tespit edilmistir (33.5 mM).

Calismada kullanilan flavonoid tiirevlerinin ve pestisitlerin inhibisyon tiiri,
iki farkli inhibitor derisiminde Lineweaver-Burk yontemine gore tespit edilmistir. K;
degerleri,  Lineweaver-Burk  grafiginin  egrilerinin  kesim  noktalarindan
hesaplanmistir. Calismada kullanilan tim flavonoid tiirevlerinin inhibisyon tiird,
kompetitif olarak bulunmustur. Pestisitlerin inhibisyon tiirii ise nonkompetatif olarak
tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar, aktif bolgede bulunan ¢ift ¢ekirdekli bakir
ile 3 tipi bakir merkezi igeren tirozinaz enziminin ii¢ boyutlu yapisiyla agiklanabilir.
Ortamda inhibitdr miktarinin artmasiyla enzim aktivitesi biiyiik ol¢iide azalmistir.

Tim inhibitorler i¢in enzim aktivitesinin azalmasinda benzer 6zellikler gézlenmistir.

Sentezlenen flavanon tiirevlerinde (haringenin); 7-O- pozisyonunda asetilli
monosakkarit iceren molekiiller disakkarit igerenlere gore enzimi daha fazla inhibe

ettigi bulunmustur.

Sentezlenen flavon tiirevlerinde (apigenin); i) 7-O- pozisyonunda asetilli
disakkarit iceren molekiiller monosakkarit igerenlere gore enzimi daha fazla inhibe
etmiglerdir. ii) Apigenin tiirevlerinde 4’-O- pozisyonuna glukozun baglanmasi
molekiiliin inhibisyon 6zelligini oldukg¢a fazla diisiirmiistiir. ii1) Genellikle apigenine
bagli seker gruplarinin asetillenmesi ile molekiillerin inhibisyon 6zellikleri artmistir.
iv) Apigenin tlirevlerinde 7-O- pozisyonunda bulunan sekerlerden sellobiyoz
galaktoza, galaktoz da glukoza gore molekiiliin inhibitér O6zelligini arttirdig

sOylenebilir.

Sentezlenen antosiyanin tiirevlerinde; i) 4’-O- pozisyonuna glukozun
baglanmas1 molekiiliin inhibisyon 06zelligini oldukca fazla diistirmiistiir. ii) 7-O-

pozisyonunda bulunan sekerlerden sellobiyoz galaktoza, galaktoz da glukoza goére
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molekiiliin inhibitor 6zelligini arttirmistir. iii) Disakkarit iceren molekiillerde sekerin
baglanma pozisyonu 7-O- pozisyonundan 3-O- pozisyonuna degistigi zaman

molekiiliin inhibitor 6zelligi azaldig1 s6ylenebilir.

Genel olarak ayn1 seker gruplarini igeren molekiillerden antosiyanin tiirevleri
apigenin tiirevlerine, apigenin tiirevleri de naringenin tiirevlerine gore daha iyi

inhibisyon 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir.

Yiiksek aktivitelerinden dolayr kinonlar, molekiil agirligi biiylik melanin
pigmentlerinin olusmasina ve olusan melanin pigmentleri polimerize olmalarina
sebep olur. [101,102]. Yapilan arastirmalarda meyve ve sebzelerdeki
melaninlenmenin nedeninin PPO enzimi oldugu anlasilmistir [103]. Yapilan bazi
calismalar, ¢il gibi cildiye hastaliklarinin altinda yatan nedenin de epidermik
pigmentasyonun ¢ok miktarda deri altinda birikmesini gostermistir [104,105].
Parkinson gibi diger ndrolojik bazi hastaliklarin Tirozinaz ile ilgili oldugu
anlagilmistir [106]. Tirozinaz, bdceklerde savunma ve yaralarin iyilesmesi gibi
biyokimyasal islevlere de sahiptir [107]. Bu islevler tirozinaz enziminin
inhibitorlerinin etkisi ve korunmasinin gelismesi i¢in olasi hedefler saglar.
Kozmetikte ve tedavi amagli kullanimda kojik asit, arbutin, tropolonlar ve 1-fenil-2-

tiyoiire gibi birkag¢ tane madde inhibitor olarak kullanilmaktadir [105].

PPO inhibitorii olarak tespit edilelen bazi bilesikler, muz PPO enzimini de
inhibe etmistir. Inhibisyon ¢alismalarindaki sonuglar tiyol reaktiflerin PPO enzimleri
icin c¢ok etkili inhibitér olduklarmi gdstermistir [108,109]. Indirgen maddeler,
antioksidanlar ve enzimatik inhibitdrler o-kinonlarin kimyasal indirgemesi ile
esmerlesmelerini engeller. Bu indirgen maddelerin etkisi gecici olarak goéz ardi
edilebilir ¢iinkii bu bilesikler reaksiyon ile boyar madde ara iiriinleri, endojen
enzimler ve bakir gibi metaller ile geri doniisiimsiiz olarak yiikseltgenmislerdir.
Siilfiir iceren etkin maddeler arasinda, L-sistein enzimatik esmerlesmeyi 6nlemek
icin etkili bir bilesiktir. Bakir ile kararli kompleks olusumu yoluyla sisteinle
polifenol oksidazin dogrudan inhibisyonu da ileri siiriilmektedir [110]. Konsantre
armut meyve suyunda enzimatik esmerlesmeyi sisteinin siilfitden ¢ok daha fazla
etkili bir sekilde inhibe ettigini gozlenmistir [111]. Avokadolarin ve muzlarin
kesilmesi ve saflastirilmasinda enzimatik esmerlesmeyi inhibe etmek igin sistein

kullanilmigtir [112]. Esmerlesmeyi onleyici test edilmis maddeler arasinda ¢ok etkili
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olanlar1 dithiotreithol ve sodyum metabisiilfitdir [109]. Siilfitin enzimatik
esmerlesmeyi Onleme mekanizmasi genellikle bir takim islemle aciklanabilir.
Mekanizmadan biri o-kinonlarla ilgilidir. Kinon-siilfir komplekslerinin olusumu
kinonlarin polimerizasyonlarii 6nler [113]. Bundan baska metabisiilfiiriin PPO’nun
inaktivasyonuna yol agan PPO iizerine mekanizmasi dogrudan enzim yapisi
tizerinedir. Golan-Goldhirsch, Whitaker, Embs ve Markasis PPO’nun siilfit
(ditiyotireitol, glutatyon) ile On-inkiibisyonu boyunca enzimin esmerlesme
yeteneginde dereceli bir kayip oldugunu bulmuslardir [113,114]. PPO ile siilfitin
distilfit baglariyla reaksiyon verdigi Onerilmistir. Bu, enzimin ii¢ boyutlu yapisini
degistirmesine ve inaktivasyonuna neden olur. PPO’nun bisiilfit ile inhibisyonuna
sebep olan iiclincli islem askorbik asit i¢in tanimlandigi gibi, ortadaki kinonlarin
indirgenme yoluyladir [113]. Enzimin PPO kofaktor olarak bakir icerdiginden dolay1
tiyo {lrelere sensitif olduklart goriinmektedir. Enzimin geri doniisiimsiiz
inaktivasyonu bakir1 enzimin aktif merkezinden uzaklastiran tiyol bilesikleri, tiyotire,
hidroksikinolin vs. gibi maddelerle gergeklestirilebilir [115]. Siilfiir oksijenden daha
cok polarize oldugu i¢in, sdylenmis oldugu iizere, eslesmemis elektron ¢iftlerinden
birini bakirin bos 4s orbitaline vererek bir kovalent bag olusur. Silfiir oksijenden
daha yumusak oldugundan dolayr metal katyonlarindan kaynaklanan polarizasyon
etkilerini koruyucu olarak davranir ve bu etkiler geri kalan molekiillerin énemli bir
miktarma iletilmez. Dolayistyla, bu durumda, yakin amino gruplarinin konjugasyonu

tiredekinden daha kiigiiktiir ve her iki C-N bagi da neredeyse esittir [115].

+25

Tropolon-Cu™’ nin PPO enziminin iyi bir inhibitorii oldugu belirlenmistir.
Tropolon mono- ve o-dihidroksifenolaz aktivitelerinin ikisini de gosterir. Tropolonun
% 50 inhibisyonu 0,4x10°M gozlenmistir [116]. B-merkaptoetanoliin mantar PPO
enziminin potansiyel inhibitérii oldugu tespit edilmistir (Ki: 0,31x102 mM) [117].
Demir ise MPPO igin 4-(4"-metil-feniliirenil)-4'-metoksi-kalkonun gii¢lii  bir

inhibitor oldugunu belirlemistir [67].

Molekiiler oksijen ve metal olarak bakir bulundugu i¢in oksitleyici enzimler
icerisinde PPO enzimi 6rnek olarak ¢alisilmaktadir [118]. Ozellikle biiteine benzeyen
kalkonlarin, bakir selatlama aktivitesine sahip oldugu tesipit edilmistir [119]. PPO
enziminin inhibisyonu da {i¢ boyutlu enzimin aktif bolgesindeki bakirin selatlanmasi

olabilir. Bakir ile kararli kompleks olusturabilmesinden dolayr L-sistein PPO
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enzimini inhibe ederbilir [120]. Bakirin tiyoiireler gibi kiikiirt igeren maddelere

duyarli oldugu i¢in bu maddeler PPO enzimini inhibe edebilir [116].

S6z konusu caligmanin bir sonraki basamaginda, gida endiistrisinde ¢ogu
zaman istenmeyen enzimatik reaksiyonla esmerlesmeye neden olan PPO enziminin
saflastirilmast i¢in iki farkli afinite jeli sentezlenmistir. Afinite kromatografisinde
kullanilan jel, ii¢ basamakli reaksiyon sonucu sentezlenmistir. Ilk asamada, matriks
olarak segilen Sepharose 4B ve Sepharose 6B, CNBr ile aktiflestirilmistir. Daha
sonra uzantt kolu olarak anilin s6z konusu jellere baglanmis ve son asamada ise

diazolanmig p-amino benzoik asit katilmistir.

Meyve dokularindan PPO  ekstraksiyonu i¢in  ¢esitli tamponlar
kullanilmaktadir ve pH degerleri enzim kaynagina bagl olarak degigsmektedir. Fakat
pH genelde az bazik bir ortam saglayacak sekilde ayarlanir. Tamponun pH’s1 elde
edilen enzimin yapisinm etkileyebilir. Arastirmamizda bir ¢ok literatiirde belirtildigi

gibi 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.30) kullanilmistir [1,112,113].

Sepharose-4B ve Sepharose-6B’nin matriks olarak se¢ilmelerinin baslica
sebebi ¢ok 1yl akis Ozelligine sahip olmalar1 ve ayrica serbest —OH gruplari
tasidigindan, CNBr ile cok kisa bir siire icerisinde aktiflestirilebilmeleridir. Bir¢ok
enzimdeki gibi PPO enziminin de aktif bolgesi de ii¢ boyutlu yapimin
derinliklerindedir. Bu nedenle, enzimle matriksin streik etkilesmesini en aza
indirgemek i¢in uzanti kolu kullanilir. Boylece enzimin jele baglanma verimi de
artirilmis  olur [108]. Bunun icin degisik molekiiller uzanti kolu olarak
kullanilmaktadir. Erzengin ve Demir tarafindan PPO enziminin saflastirilmasi i¢in
sentezlenen jellerde uzant1 kolu olarak L-tirozin kullanilmistir [1,67]. Anilin, Sentiirk
tarafindan hazirlanan karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in hazirlanan
jellerde uzant1 kolu olarak kullanilmis ve son derece yiiksek bir verim elde edilmistir
[122]. Bu nedenle ¢alismamizda, afinite jelinin sentezinde uzanti kolu olarak anilin

tercih edilmistir.

Literatiirde, PPO enziminin saflastirilmasi i¢in sentezlenen afinite jellerinde
ligand olarak tropolen, metimazol, L-mimozin, 2-merkaptobenzimidazol, 2-
merkaptobenzotiyazol, p-aminobenzoik asit, p-aminobenzoik asit ve m-

aminobenzoik asit tiirevleri kullanilmistir [1,67,110,111]. P-aminobenzoik asit,
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polifenol oksidaz enziminin spesifik bir inhibitoriidiir. Bu nedenle séz konusu
molekiil afinite jel sentezinde ligand olarak tercih edilmistir. Sentezlenen afinite
jelleri kullanilarak PPO enzimini farkli kaynaklardan yiiksek oranda saflastirilmistir
[1,67]. Bu nedenle, Arastirmamizda da ligand olarak p-aminobenzoik asit

kullantlmistir.

Demir tarafindan daha onceden bilinen Sepharose-4B-L-Tirozin-p-Amino
Benzoik Asit afinite jeli kullanilarak MPPO enzimi saflastirilmistir [1]. Enzimin
Kinetik sabitleri 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafigi
cizilmistir. Muzdan saflastirilan PPO enziminin katekol substratina karsit Km ve
Vmax degerleri sirast ile 17.97 mM ve 57146.12 U/mLdak olarak bulunmustur.
Demir tarafindan sentezlenen Sepharose-4B-L-Tirozin-m-Amino Benzoik Asit
afinite jeli ile % 6.13 verim ve 70.17 saflastirma derecesiyle saflastirilmistir.
Saflagtirllan MPPO enziminin molekiil agirligi da yaklasik olarak 35 kDa civarinda
oldugu tespit edilmistir [67].

S6z konusu ¢alismada sentezlenen Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit
ve Sepharose 6B-anilin-p-amino benzoik asit afinite kromatografisi jelleri ile MPPO
enzimi saflagtirtlmistir. Enzimin safligi ve molekiil agirhigi SDS-PAGE ile kontrol
edilmistir. Sekil 3.101 de goriildiigi gibi, yeni sentezlenen her iki jel ile saflastirilan
MPPO enzimi, yaklasitk 35 kDa agirliginda uygun bant vermistir. Bu durum
literatiirdeki verilere uygun oldugu tespit edilmistir [67].

PPO’nun kinetik sabitleri 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk
grafigi cizilmistir (Sekil 3.1). Muzdan saflastirilan PPO enziminin katekol substratina
karst Km ve Vmax degerleri sirasi ile 9,27 mM ve 42628 U/mLdak olarak
bulunmustur (Tablo 3.1). Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit afinite jeli ile
enzim, % 4.49 verim ve 33.4 saflastirma derecesiyle elde edilmistir. Sepharose 6B-
anilin-p-amino benzoik asit afinite jeli ile enzim, %7.08 verim ve 105.042
saflagtirma derecesiyle saflastirilmistir. Bu sonuglar, literatiirdeki diger saflastir

derecelerine ve verimlerine yakin degerlere sahiptir [1,67].
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S6z konusu tez kapsaminda elde edilen dnemli bulgular asagidaki sekilde

Ozetlemistir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Arastirma grubumuz tarafindan daha once sentezlenen Sepharose-4B-L-
tirozin-p-aminobenzoik asit yapisina sahip jel kullanilarak Musa
sapientum var. Cavendishii (Muz) meyvesinden PPO enzimi
saflastirilmastir.

Saflastirilmis enzim aktivitesi tizerine flavonoid tiirevlerinin etkileri
arastirilmustir.

PPO enzimi {izerine inhibisyon etkisi ilk defa tarafimizca belirlenmistir.
Ayrica incelenen bu maddelerin, inhibisyon tiirli tespit edilmis ve K;
sabitleri ile 1Cso degerleri bulunmustur (Tablo 3.2).

Elde edilen sonuclardan, flavonoid tiirevleri enzimatik kararmanin
onlenmesinde aday bilesikler oldugu sdylenebilir.

PPO enzimini saflastirmak i¢in iki farkli afinite jeli sentezlenmistir. S6z
konusu jeller ile Musa sapientum var. Cavendishii (Muz) meyvesinden
PPO enzimi saflagtirilmustir.

Enzimin safligi ve molekil agirligi SDS-PAGE ile kontrol edilmistir
(Sekil 101).

Bu jellerden saflagtirilan enzim aktivitesi lizerine 4 farkli pestisitin etkileri
arastirtlmistir. Bu pestisitlerin tamaminin s6z konusu enzimi inhibe etttgi
saptanmis, inhibisyon tiirii tespit edilmis ve K; sabitleri ile 1Cso degerleri
bulunmustur (Tablo 3.3).

PPO enzimi, bitkilerin savunma mekanizmasinda onemli rol oynadigi
icin, bitkilerin gelisim déneminde bu tip pestisitlere maruz kalmalarinin

onemli oldugunu elde edilen sonuglardan ¢ikarmak miimkiindiir.
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