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TESEKKUR

Doktora 6grenimim boyunca danisman Hocam Dog. Dr. Giilnur ARABACTI’ya tez
boyunca bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren, laboratuvar c¢aligsmalari agamasinda
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OZET

Anahtar keli[neler: Paulownia tomentosa, Polifenol Oksidaz enzimi, Ugclii Faz
Saflastirma (UFS), karakterizasyon, inhibisyon.

Bu ¢alismada, Paulownia tomentosa bitkisinden ekstrakte edilen polifenol oksidaz
(PPO) enzimi Uglii Faz Saflastirma (UFS) ydntemine gére saflastirilmis olup, PPO
i¢cin uygun substratlar ve inhibitorlerle karakterize edilerek gesitli bitki 6ziitlerinin
PPO enzimi {izerindeki inhibitor etkileri incelenmistir. Enzimin substrat spesifikligini
belirlemek i¢cin monofenolik, difenolik ve trifenolik yapidaki substratlardan baslica
pirokatekol, 4-metilkatekol, L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-dopa), L-tirozin, guaikol,
pirogallol ve o-dianisidin, pirokatekol, 4-metil katekol, pirogallol ve L-dopa
substratlar1 kullanilmistir. PPO enziminin bu substratlar arasinda 4-metil katekol
substratina karsi etkinligi Km ve Vmaks degeri 2,17 mM ve 0,002 mM/dk olup
optimum pH ve sicaklik degerleri 7,0 ve 25°C ile en fazladir. Buna kars1 enzim
monofenollere herhangi bir aktivite gdstermemistir. Inhibitor olarak L-sistein,
sodyum azide, L-askorbik asit ve tiotire kullanilmuistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
inhibitdrler icerisinde en etkili inhibitoér 0,567 mM'lik Kj degeriyle yarismasiz etkili
inhibitor olarak L-sisteindir. Inhibitdr calismalarina ilave olarak Kosova'dan temin
edilen Cydonia oblogna, Punica granatum, Rosmarinus officinalis, Verbascum
thapsus, Tanacetum vulgare, Momordica charantia, Solanum nigrum ve Datura
stramonium bitkileri soxhlet cihazinda metanol ile ekstrakte edilerek, bunlarin PPO
enzimi tizerine etkileri 4-metil katekol substrati ile incelenmistir. Bu bitkiler arasinda
Tanacetum vulgare ekstraktinin 0,2 mg/ml'ik K; degeriyle karigik inhibisyon
seklinde en etkili inhibitdr etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
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PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME FROM
PAULOWNIA TOMENTOSA AND INHIBITION BY VARIOUS
PLANT EXTRACTS

SUMMARY

Keywords: Paulownia tomentosa, PPO enzyme, Three-Phase Partitioning-TPP,
characterization, inhibition.

In this study, the polyphenol oxidase (PPO) enzyme extracted from Paulownia
tomentosa plant was purified by the Three-Phase Partitioning (TPP) method and the
inhibitory effects on PPO enzyme activity of various plant extracts were investigated
by characterizing the enzyme with suitable substrates and inhibitors of PPO.
Substrates of monophenolic, difenolic and triphenolic substrates that are specific for
the enzyme and substrates such as pyrocatechol, 4-methylcatechol, L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), L-tyrosine, guaicolol, pyrogallol and o-
dianisidine have been used to determine the specificity of the enzyme. For each of
these seven substrates, optimum conditions such as pH and temperature were
determined and 4-methylcatechol was found to be one of the most suitable substrates
with optimum pH 7,0 and temperature 25°C respectively and Km and Vmax values for
4-methylcatechol were 2,17mM and 0,002mM/min. In contrast, the enzyme did not
show any activity against monophenols. L-cysteine, sodium azide, L-ascorbic acid
and thiourea were used as the inhibitors. The most effective was found to be L-
cysteine which acted as a Non-competitive inhibitor with a Ki value of 0,567mM. In
addition to the studies on inhibitors, the medical plants Verbascum thapsus,
Tanacetum vulgare, Momordica charantia, Solanum nigrum and Datura stramonium
harvested from Kosovo were extracted with methanol in a soxhlet apparatus and the
effects of these extracts on the PPO enzyme were examined by 4-methyl catechol as
a substrat. Among the plant extracts, the Tanacetum vulgare was found to be the
most effective inhibitor in the form of mixed inhibition with K; of 0.2 mg /ml.
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BOLUM 1. GIRIS

Diinya’da niifusun artmast her gegen giin insanlarin talebinin artmasina neden
olmaktadir. Bugiin tiiketicinin talebi en ¢ok gida sektoriidiir. Gida sektdriiniin en
onemli alanlarindan biri meyve ve sebze alanidir. Riski yiiksek olan bir alandir.
Sebebi sebze ve meyveyi topladiktan sonra, taze tutmak ve onlar1 pazarda tiiketiciye
taze sunmaktir. Sebze ve meyve sektoriin en 6nemli sorunlarindan biri {iriinlerini taze
tutmaktir. Bu sorunu ¢dzmek icin yeni teknolojilerin gelistirilmesine ragmen bu
sorunlarin devam ettigi goriilmektedir. Her gecen giin biiyiiyen metropollerin hizl
hayat sartlar1 insanlarin evde degilde daha fazla disarda besin ihtiyaglarim
kargilamalarina neden olmaktadir. Bunlarin artmasi ile insanlarin hayatta kalabilmesi
icin en Onemli enerji kaynaklarindan biri beslenmedir. Saglikli beslenme ister
istemez gida sektoriinde yeni yapilanmalara ve her gegen giin teknolojinin
yenilenmesi sonucunda gida sektoriine de yenilik getirmektedir. Teknolojinin siirekli
gelismesi yiiksek talebin karsilanmasina ¢ok fazla katki sunmamaktadir. Ne var ki
bunlarin hepsi sebze ve meyve sektoriin en Onemli sorunlarindan biri olan
esmerlesme reaksiyonunun oniine gegmeye yetmemistir. Bu sektoriin riskli olmasinin

nedeni zararin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Diinya'da meyve ve sebze sektorii en ¢ok zarar goren sektordiir. Sebebi sebze ve
meyve stokunun %50'sinden fazlasinin esmerlesme sonucunda kayip olmasidir.
Esmerlesmenin ana kaynagi meyve, sebze ve bitkilerin hepsinde bulunan polifenol
oksidaz (PPO) enzimidir. Bu enzimatik esmerlesme bu kayiplarin ana kaynagidir [1].
Meyve ve sebzelerde olusan enzimatik kararma, bitkilerin organizmasinda var olan
fenolik yapidaki bilesiklerin kinon yapilarina donlismesi ile bu kinonlarin kendi
icinde polimerlesmesi sonucunda kahverengi, kirmizi, siyah gibi koyu renkli
pigmentlerin olusumu ile ger¢eklesmektedir. Bu esmerlesme islemlerine neden olan

enzimler Polifenol oksidaz enzimleridir [EC 1.14.18.1]. Bu enzimler oksidorediiktaz,



polifenol oksidaz (PPO) adlar ile bilinmelerinin yaninda katekolazlar, tirozinazlar,
fenolazlar ve krezolazlar olarak da adlandirilirlar. Enzimatik esmerlesme reaksiyonu,
PPO enzimi, fenolik yapida substratlar ve oksijen ile uygun pH, sicaklik ve su
varliginda bunlarin bir araya gelmesiyle birlikte reaksiyon gerceklesmektedir. Pek
¢ok meyve ve sebzenin kesilmesi sirasinda bu reaksiyon hizli bir sekilde

gerceklestigi goriilmektedir [2,3].

Meyve ve sebzelerin uzun siire bekletilmesi sonucunda olgunlasmalar1 ve bazi
hastaliklara kars1 maruz kalmalari1 enzimatik esmerlesmeye neden olabilir. Enzimatik
esmerlesme reaksiyonu sonucunda meyve yada sebze hem dogal rengini hemde
tadin1 kaybetmektedir. Bdylece yapilarindaki C vitaminin de azalmasina ve
ekonomik agidan ciddi zararlara ugramasina sebep olan olaylardan biridir. Aslinda
gida sektdriinlin temel sorunlarindan biri enzimatik esmerlesme reaksiyonlaridir. Bu
kayiplarin azaltilmasi igin bir ¢ok calisma yapilmakta olup Ozellikle enzimatik
esmerlesme reaksiyonunu kontrol altina alinmasi konusunda calismalar

yapilmaktadir [2].

Gida sanayisinde PPO enziminin inhibisyonunu saglamak ig¢in ¢esitli metodlar
denenmistir. Tlk olarak oksijenin uzaklastirilmasi, enzimatik reaksiyonu engelleyen
bazi maddelerin kullanimi ve bazi kimyasallarin eklenmesi gibi yoOntemler
kullanilmigtir. Termal metodlarda kullanarak bu reaksiyon kontrol altina alinmaya
denensede diger zararlari (tat degisimi, renk degisimi, besin ve vitamin degeri
kayiplar1 gibi) engellemek neredeyse imkansiz hale geldigi i¢in bu metod ¢ok tercih
edilmemistir. Diger sekillerde ise meyve ve sebzelerin su, tuzlu su ya da suruba
daldirilmast veya vakumlanmalar1 ile esmerlesme reaksiyonunun engellendigi
belirlenmigtir. Bu tiir uygulamalar vakumlanan paketlerin ac¢ilmasi ile oksijen tekrar
iceri girmesi nedeniyle enzimatik esmerlesme reaksiyonu yeniden bagladigindan
kesin sonu¢ vermez. Enzimatik esmerlesmenin engellenmesinde diger bir yaklagim,
enzim lzerinde esasen etki gosteren veya enzimatik katalizdeki substrat ve/veya
tirlinlere reaksiyon veren ve bu sekilde pigment olusumunu inhibe eden esmerlesme
karsit1 ajanlarin ya da maddelerin kullanilmasidir. Oysa bu tiir kimyasallarin

kullanim1 baz1 zehirlenmelere yol actig1 i¢in yasaklanmaktadir. Bu alanda kullanilan



en yaygin kimyasal katki maddeleri askorbik asit, bistilfit ve tlirevleri ile indirgeyici
olarak sisteindir. Bisiilfitlerden, yaygin olarak sodyum/potasyum metabisiilfit,
kiikiirtdioksit, sodyum/potasyum bistilfit gibi bilesikler kullanilmaktadir. Bunlar
enzimatik esmerlesme reaksiyonunu engeller ancak saglik agisindan zararl etkilere
neden olduklar i¢in kullanim1 FDA tarafindan yasaklanmistir. Malik asit, sitrik asit
ve fosforik asit asitlendirici olarak kullanilsa da bunun disinda EDTA selatlayici
olarak kullanilmaktadir. Askorbik asit ve kombinasyonlar1 da enzimatik esmerlesme
reaksiyonu azaltmak icin kullanmilmaktadir. Insanlarin bu konuda daha fazla
bilinglenmesi sonucunda aldiklar1 gidalara dikkat ettikleri icin, daha giivenli ve
toksik etki yaratmayan daha az kimyasal eklenmis islenmis gidalara talebi

arttirmaktadir [2,3].

Bilindigi iizere diinyada her gegen giin enzimlerin kullanimi artmaktadir. Son
yillarda izole edilmis enzimlerin kullanimi daha fazladir. Sebebi spesifik olmalar1 ve
saklanmalar1 acisindan daha ekonomik oldugundan dolayr kullanimi artmistir.
Endiistride kullanim1 artan enzimler 6zellikle son yillarda deterjan sanayisinde de
kullanimi artmistir. Bu galismanin amaci, PPO enziminin Paulownia tomentosa agaci
meyvesinden PPO enziminin izolasyonu, Uglii Faz Saflastirma (UFS) metoduyla
saflagtirllmast ve karakterize edilmesidir. Bu amagla PPO enzimi, Paulownia
tomentosa'dan izole edilmis; daha sonra UFS yontemiyle PPO enzimi tek adimda
saflagtirnlmistir. Enzimin kinetik 6zellikleri, optimum pH ve optimum sicakligi,
depolanma kararlilig1, inhibisyon ¢alismalar1 yapilmustir. Inhibitér ¢alismalarina ilave
olarak Kosova'dan temin edilen bazi bitki 6ztiilerinin PPO enzimi {izerine inhibitor

etkileri incelenmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, biyolojik reaksiyonlari katalize eden protein yapili molekiillerdir.
Aktiflestirme enerjisini diigiirerek, reaksiyon hizini arttirirlar ve substrat olarak
adlandirilan tepkenlere ¢ok spesifiktirler. Enzimlerin katalitik etkinligi ¢ok yiiksektir,

katalizor olmayan reaksiyonlara kiyasla 10° ile 107 kat reaksiyonlar1 hizlandirirlar

[4].

Canli organizmalar metabolik aktiviteyle birlikte yasarlar. Organizmada binlerce
kimyasal reaksiyon, tiim canli hiicreler i¢inde aymi anda ger¢eklesmektedir.
Organizmada gergeklesen bu metabolik reaksiyonlarin hemen hepsini enzimler ve
proteinler (bazen RNA) kataliz etmektedirler. Hiicre disinda tepkime egilimi diisiik
olan organik molekiiller enzimler tarafindan doniisiime ugratilir. Ornegin viicuda
alman glikoz viicudumuzda cesitli metabolik reaksiyonlar ile hi¢ bozulmayacak
sekilde organizmada depo edilip saklanir. Cogu hiicre metabolik fonksiyonlarin
devami i¢in glikozu oksitleyerek karbondioksit ve su iireterek ¢ok miktarda enerji
aciga cikmaktadir. Glikoz, normalde bitkiler tarafindan sentezlenmektedir. Ancak
glikoz sentezlendigi zaman oksijen gazi agiga c¢ikmaktadir ve oksijen normal
kosullarda olugsmaz. Bu olay "fotosentez" olarak bilinmektedir. Fotosentez olay1
tamamen enzimler vasitasiyla gerceklesen bir olaydir. Enzimler, termodinamik
acidan olumlu reaksiyonlar1 kataliz etmektedirler. Dolayisiyla reaksiyonlar ¢ok hizli
bir sekilde gerceklesir. Hayati Onem arz eden fonksiyonlarin devami igin
biyokimyasal reaksiyonlarin hizli ve kontrollii bir sekilde gergeklesmesi tamamen

enzimler tarafindan gergeklestirilmektedir [5].



Enzimler canli sistemlerde hiicre iginde gergeklesir. Hiicre i¢inde sentezlendigi igin
genellikle hiicre i¢inde katalitik etki gosterirler. Ancak bazi enzimler hiicre iginde
sentezlendikten sonra hiicre disina saliverilir. Bunlara 6rnek vermek gerekiyorsa
sindirim sisteminde gorevli olan enzimlerden pepsin ve tripsin gibi enzimler, hiicre

icinde sentezlendikten sonra hiicre disina saliverilir [4].

2.1.1. Enzimlerin siiflandirilmasi

Enzimler, kataliz ettikleri reaksiyon ¢esitlerine gore, Uluslararas1 Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan oksidorediiktazlar, transferazlar,

hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak {izere alt1 grupta siiflandirilirlar

[4].

Oksidorediiktazlar; yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini katalizlerler. Bunlara
ornek olarak Polifenol oksidaz, Glukoz oksidaz, Laktat dehidrojenaz ve katalaz

enzimlerini verilebilir.

Transferazlar; koenzimlerin varlifinda belirli gruplarin iki substrat arasindaki
transferini katalize ederler. Bunlara 6rnek olarak, ALT-alanin amino transferaz,

GOT-glutamat oksaloasetat transferaz, heksokinaz gibi enzimler verilebilir.

Hidrolazlar; hidroliz reaksiyonlarini, fonksiyonel gruplari suya aktararak katalize
eder. Pirofosfataz, lipoprotein lipaz, alkalen fosfataz gibi enzimler 6rnek olarak

verilebilir.

Liyazlar; tepkimelerin hidrolitik ve oksidatif olmayan eliminasyonundan ve ¢ift bag
olusturmak icin gruplarin eklenmesinden veya uzaklastirilmasindan sorumludur.
Piruvat dekarboksilaz, sitrat sentaz ve adenilat siklaz enzimleri Ornek olarak

verilebilir.

Izomerazlar; izomerizasyon reaksiyonlarmi bir molekiil igindeki yapisal

degisiklikleri katalize ederler. Bu reaksiyonlar, en basit enzimatik reaksiyonlardir,



clinkii sadece bir substrat ve bir iirline sahiptirler. DNA topoizomeraz ve

fosfoglukomutaz gibi enzimler bu gruba 6rnek olarak verilebilir.

Ligazlar; iki substratin baglanmasini katalize eder ve reaksiyonu gergeklestirmek i¢in
ATP gibi kimyasal potansiyel enerji kullanirlar. Piruvat karboksilaz ve DNA ligaz

enzimleri 6rnek olarak verilebilir [4,5].

2.1.2. Enzim Kinetigi

Enzim reaksiyon hizlarmi ve mekanizmalarimi enzim kinetigine dayanilarak
incelemektedir. Enzimatik kimyasal reaksiyonun nasil ve ne gibi bir hizla olustugunu
tespit etmek enzim Kkinetiginin esas amacidir. Substratlarin {iriine doniisiimii sirasinda
gidisatin ve hizin bilinmesi bu alan agisindan 6nemlidir. 1894 yilinda Emil Fischer
en basit enzim substrat iligkisini tanimlayan, anahtar-kilit (Sekil 2.1.) modelini 6ne
stirmiistiir. Enzimlerin kinetik 6zelliklerini agiklayabilmek i¢in 1913 yilinda Leonor
Michaelis ve Maud Menten basit bir teori 6ne siirmiislerdir. Boylece gelistirmis
olduklar1 teori ile bir ¢ok enzimin en basit bir sekilde kinetik 6zelliklerini agiklamay1

basarmiglardir. Bugiin bu teori hala gegerlidir.

Substrat baglandiginda, substrati

Substrat iiriine ¢evirmek icin enzimde kiiciik Uriin
degisiklikler meydana gelir.

( /Aktii Bilge
=

v [

= =

Enzim aktif bilgesinden

Substrat Enzimin aktif Enzim/Substrat Enzim/Uriin ket
aynlan iiriinler

bilgesine girer Kompleksi Kompleksi

Sekil 2.1. Enzimatik reaksiyon

Enzim (E), substrat (S) ile baglanarak enzim-substrat kompleksi (ES) olusturur. Bu
ES kompleksi iiriin (P) ve enzime (E) dontisiir. Michaelis - Menten modeli asagidaki

reaksiyon ile gosterilmektedir [4,5].



k, 'S
ES—P + E
k2

Sekil 2.2. Herhangi bir enzimin katalitik etkisi [5].

E + S

Burada ES kompleksi, E ve S’dan ki hiz1 ile olusur. ES’nin ayrismasi ise K2 hizindaki
geri reaksiyonla ve ks hizi ile iirlin ve enzime ayrismasi ile olur. Enzimle katalizlenen
bir reaksiyonun hizi, enzimin etkisi ile zaman birimi basina (ki bu 1 dakikaya ya da 1
saniyeye gore belirlenebilir) iirline doniisen substratin veya olusan iirliniin miktarina
gore belirlenir. Biyolojik bir sivi veya dokudan alinan bir numunedeki enzim miktari
belirlemek icin numunedeki enzimin kataliz hiz1 belirlenir. Olciilebilen hiz, enzimde
bulunan aktif enzimin miktar1 ile dogru orantilidir. Buna ragmen birgok enzimin saf
numuneleri bulunmadigindan veya miktarin1 belirlemek zor oldugundan bu
enzimlerin miktarlari ifadesi yerine enzim aktivite tinitesi olarak kullanilir. Binlerce
farkli enzim reaksiyon hizlarinin farkli olmasi, ilgili enzimlerin aktivitelerinin veya

etkinliklerinin farkli olmasiyla agiklanir [4,5].

Enzimatik reaksiyonun yavas olmasina neden olan en oOnemli etkenlerden biri
substrat konsantrasyonun diisiik olmasidir. Boyle enzimatik reaksiyonlarda ES
kompleksi ¢ok az olusur. Bunun sonucunda ortamda bir siirii enzim molekiilii serbest
halde kalir. Bdylece iirline doniisen miktar ¢ok azdir, bu da reaksiyon hizinin az
olmasina neden olur. Substrat konsantrasyonunun belirli oranlarda artislari ile enzim
molekiillerinin yaris1 serbest kalirken diger yarist ES kompleksini olusturur. Bu
noktada olusan ES kompleksi maksimum hizin yarisina (1/2 Vmaks) ulagsmis olur.
Substrat konsantrasyonun kontrollii bir sekilde konsatrasyonunun artirilmasi ile
enzim molekiillerinin timiiniin ES kompleksi olusturdugu bir noktada reaksiyon hiz
artik maksimum diizeydedir (Vmaks). Bundan sonra substrat konsantrasyonu artirilsa
da reaksiyon hizi artmaz, ¢iinkii enzim doygunluk noktasina ulasmis olur. Km

Michaelis-Menten sabitidir. 1/2 Vmaks'daki substrat konsantrasyonunu ifade eder [6].



V=Vmax

Km [S] (Substrat derisimi)

Sekil 2.3. Michaelis-Menten grafigi [5, 7].

Her enzime ait bir Ky degeri vardir. Enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonlar diger
pek cok kimyasal reaksiyonda oldugu gibi, hiz denklemleri ile tanimlanabilir. En ¢ok
kullanilan yontem, baslangi¢ reaksiyon ilk hizin1 substrat konsantrasyonuyla

iliskilendiren Michaelis-Menten denklemidir (Denklem2.1) [7].

Vo= Vmaks [S]/Km+[8] 2.1

Burdan Kn ise,

K= (ka+ka)/ky 2.2

denklemi ile (Denklem 2.2) hesaplanabilir.

Km degeri Michaelis-Menten sabiti olarak bilinen, substrat i¢in enzimin ilgisinin bir
oOlgtisiidiir. Dolayistyla Km ne kadar diisiikse, substrat enzime o kadar siki baglanir
Km ne kadar biiyiikse substrat enzime o kadar zayif baglanir. Km degerleri ayni
fonksiyona sahip enzimleri ayirt etmek i¢in de kullanilir [6]. Michaelis-Menten
denkelmin kullanildig1 hiperbolik egride, ilgili enzime ait Vmaks Ve Km degerlerini
hesaplayabilmek i¢in, grafigi dogrusal olan Lineweaver-Burk grafigi

kullanilmaktadir.



v

. Km
Egim= Vmax

1/Vmax

‘\__ -1/Km 18]
Sekil 2.4. Lineweaver-Burk grafigi [5, 8].

Sekil 2.4.'de goriildiigii gibi Lineweaver-Burk grafigine gore daha kesin sonuglar
elde edilebilir. Bunun sonucunda bu grafige uygun denklem gelistirilidiginde,

asagidaki denklem ile istenilen sabitler (Denklem 2.3) bulunur.
1/V0 = {Km/(Vmaks[S])}"‘(l/Vmax) 2.3

Bundan dolayr bazi ¢alismalarda ¢ok diisik ya da ¢ok yiiksek substrat
konsatrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi yetersiz kalmaktadir. Dolayisiyla daha
kesin sonuglar elde edebilmek i¢in Eadie-Hofstee grafigi ile line-fitting veya linear
regresyon gelismis analiz yontemide kullanilabilir (Sekil 2.8.). Bu grafikteki sabitler
(Denklem 2.4) ile hesaplanabilir [8].

Vo = -KmVo/[S]+Vmaks 2.4

/K

max’ m

Y

V/S
Sekil 2.5. Eadie-Hofstee grafigi [5, 8].
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Baz1 6zel spesifik ¢alismalarda farkli ve daha kesin sonuglar veren grafik sekilleride
kullanilmaktadir. Buna ragmen yukarida bahsedilen grafikler temel enzimatik

reaksiyonlarin 6zelliklerini ve karakteristik durumlarini agiklayabilmek i¢in kullanilir

[8].

2.1.3. Enzim aktivite birimleri

Uluslararas1 birimlere gore, 1 birim enzim aktivitesi uygun kosullarda olgiilen
25°C'de 1 dakikada 1 umol substrati {iriine doniistiiren enzim miktaridir. Aktivite,
¢ozelti icindeki toplam enzim birimidir. Ozgiil (spesifik) aktivite ise total proteinin
miligrami bagina enzim biriminin sayisidir. Ozgiil aktivite enzim safliginmn bir
Olciisiidiir; enzim saflastirildikca artar ve enzim tamamen saf oldugunda sabit ve
maksimumdur. Bir enzim molekiiliiniin birim zamanda triine ¢evirdigi substrat
molekiil sayisina molar aktivite denir. 1 mol substratt 1 saniyede reaksiyona

sokabilen enzim miktarina ise Katal denir [9].

2.1.4. Enzim inhibisyonu

Enzimatik reaksiyon yavaslamasi veya durdurulmasi, inhibitor olarak adlandirilan
belirli molekiillerin ve iyonlarin baglanmasiyla ger¢eklesmektedir. Bu olaya da
enzim inhibisyonu denir. Dogal inhibitorler metabolizmayi diizenler ve birgok ilag ve
toksik ajanlar enzimleri inhibe ederek etki ederler. Inhibitdrler enzim
uygulamalarinda kullanilmasi, enzim mekanizmalar1 hakkinda Onemli bilgiler
saglamigtir ve enzim mekanizmasinin tanimlanmasia yardimci olmaktadir [4].
Enzim inhibisyonu geri donlisimlii ve geri donisiimsiiz olmak {izere ikiye

ayrilmaktadir.

Geri doniisiimsiiz inhibitorler, enzim-inhibitor kompleksi (EI) olusturmak igin
enzimlere kovalent baglarla sikica baglanirlar. Enzim aktif bolgesinde bulunan
herhangi bir amino asit kalintisinin yan zincirine etki ederek aktif bdlgenin pasif

olmasma neden olur. Bu tip inhibisyonda enzimin aktif bolgesine kovalent bir
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sekilde baglanarak enzimi inhibe eder. Mesela penisilin ve aspirin gibi ilaglar geri

doniisiimsiiz inhibitorlerdir [4,5].

Geri dontlisiimlii inhibitorler, enzimlere kovalent olmayan baglarla baglanir ve
enzim-inhibitor (EI) kompleksi olustururlar ve kolaylikla enzimden ayrilirlar.
Doniistimlii inhibisyonun yarigmali, yar1 yarigmali ve yarismasiz olmak iizere {i¢ tiirii

mevcuttur.

Yarigmali inhibisyon: Bu tip inhibisyona neden olan inhibitérlerin kimyasal yapisi
substrata ¢ok benzer. Enzimatik reaksiyonda enzim-substrat (ES) kompleksi yerine
Enzim-inhibitér (EI) kompleksi olusur. Baglanma zayif geri dontisiimliidiir.
Enzimatik reaksiyonda hem substrat hem de inhibitor oldugu zaman ikisi de enzimin
aktif bolgesine baglanmak i¢in birbiri ile yarigirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 bu tip
inhibitérlere yarismali yada rekabetci inhibitdrler denir. Inhibitérsiiz enzimatik
reaksiyonlarda enzim-subtsrat kompleksi olustugunda iiriin elde edilirken, inhibitorlii

reaksiyonlarda enzim-inhibitor kompleksi olusacagindan herhangi bir {iriin meydana

gelmez [10].
EI
+I || Ki
Km
§ + g =—————— ES % E + P

+S || Ks

ES,

Sekil 2.6. Yarigmali inhibisyon semasi [11].

Sekil 2.6.'va baktigimizda, inhibitérin ES kompleksine baglanmadigini
goriilmektedir. Inhibitdér yapisi bakimindan substrata benzedigi icin enzimin aktif
merkezine baglanip EI kompleksini olusturmaktadir. Bu tip inhibisyonda Vmaks
degeri degismez. Vmaks degerinin degisememesi inhibisyonun ortadan kalktigini

gostermektedir. Bundan dolay1 inhibitorsiiz reaksiyonda ve inhibitor varliginda Vmaks
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degeri aynidir. Yarismali inhibitorler substratin enzime baglanmasini olumsuz
etkiledigi i¢cin Km degeri biiyliktiir. Kinin biiyiik olmasi EI kompleksin substrata
kars1 ilgisiz oldugundan degil, aslinda serbest enzimin ve enzim-inhibitor
kompleksinin substrata karsi olan tavrindan dolayr Kj degerini etkilemektedir.
Kinetik sabitler (Vmaks ve Ki) Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil 2.7.) yaralanilarak
Kinetik sabitler asagidaki esitlik (Denklem 2.5) kullanilarak hesaplanmustir.

1/V:Km/Vmaks(1+[I]/Ki)l/[S]+1/Vmaks 25

v

[1]=0
inhibitorsuz

1/Vmax

e ~

(\__ -I/I;m 1/[8]
Sekil 2.7. Yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi [8].

Yar1 yarismali inhibisyon: Enzimatik reaksiyon esnasinda yari yarismali inhibisyona
neden olan inhibitorler serbest enzime baglanmazlar. Sekil 2.8.'deki reaksiyona gore
inhibitdr enzim-substrat (ES) kompleksine baglanarak inhibisyona neden olur. Bu
inhibisyona yar1 yarigsmali inhibisyon denir. Bu tip inhibisyon ¢esitleri genelde iki

substratli reaksiyonlarda goriiliir [10].

ESI
+1 || Kis
Km
kcat
S + E ES =% . g+ P
+S || Ks
ES,

Sekil 2.8. Yart yarismali inhibisyon gemasi [11].
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Bu inhibisyon tiirlinde Vmas azalirken K;j degeri inhibitdrsiiz reaksiyonun K;
sabitinden daha kiigiiktiir. Kinetik sabitler (Vmas Ve Ki) Lineweaver-Burk
grafiginden (Sekil 2.9.) yararlanilarak asagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 2.6)
hesaplanabilir.

1/V: Km/Vmaksl/[S] +1/Vmaks(1+[|]/Ki) 2.6

v
inhibitor var

[1]=0
inhibitorsuz

1

.- /Vmax
\\/

N__ -l/Km 18]

Sekil 2.9. Yar1 yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi [12].

Yarigsmasiz inhibisyon: Bu tiir inhibisyona allosterik enzimlerde rastlanir. Yarismasiz
inhibisyon klasik ve karisik olmak {iizere iki tiptir. Klasik yarigmasiz inhibisyonda
inhibitor allosterik bir bolgeye baglanir. Bu baglanma substratin baglanmasini
etkilemez. Sekil 2.10.'daki gibi reaksiyon mekanizmasina gére inhibitor, E ve ES
kompleksine baglanarak EI ve ESI kompleksini olusturabilir. Baglanmalar
doniisiimlii olarak gerceklesmektedir. Inhibitsr ESI kompleksinden déniisiimlii
olarak ayrildigindan iiriin olusur. Inhibitér ES'ye baglandigindan Vmas azalirken
enzimin substrata baglanmasimi etkilemediginden Km de8ismez. Sekil 2.10.'a
bakildiginda, substrat degeri arttirilsada enzim-inhibitér (EI) kompleksi ve enzim-
substrat-inhibitor (EST) kompleksi olusumunun engellenemez. Vmaks'in azalmast bu

faktore baglidir ve reaksiyonda maksimum hiza ulasilamaz [13, 14, 15].
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EI ESI
gl ki +1 || Ki
Km /
S + E ES % E + P
4
+S [| Ks

Sekil 2.10. Yarigmasiz inhibisyon semasi [11].

Kinetik sabitler (Vmas ve Kj) Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak (Sekil
2.11.) asagidaki (Denklem 2.7) esitlikten hesaplanabilir.

1NV =Ko/ Vmaks(L+[11/K) L/[S]+ LNV maks (L+[11/Ki) 2.7

inhibitor artar

wv
1/V' max
,/\_/ [1]=0
K inhibitorsuz
’,’ 1/V'max
.7 \_/1/Vmax
\_»I /Km 1/[S]

Sekil 2.11. Yarigmasiz inhibisyon igin Lineweaver-Burk grafigi [16].

Karigik yarigsmasiz inhibisyon; enzim, substrat ve inhibitoriin baglanma sabitlerinin
farkli oldugu bir reaksiyon tiiridiir [10]. Inhibitdriin baglanmasi enzimde
konformasyon degisikligine yol acar. Konformasyon degisikligi substratin enzime
baglanmasin1 zorlagtirir. Dolayisiyla inhibitdriin enzime baglanmasi enzimin
substrata ilgisini azaltir. Substrat enzime baglanirsa da reaksiyon cok daha yavag

gerceklesmektedir. Sekil 2.11.'de oldugu gibi inhibitér ya ES kompleksine ya da
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direkt olarak enzime baglanarak inhibisyon etkisi gosterir. Her iki durumda da enzim

inaktif olmaktadir.
EI ESI
ki +1 || Kis
Km
S+ E ES kcat E + P
+S || Ks
ES,
Sekil 2.12. Karigik inhibisyon semasi [11].
inhibitor artar
v ) .
1/V''max
>
[1]=0
K inhibitorsuz
K 1/V'max
,"’ 4 ./\/I/Vmax
-1/Km ,,,z';‘
_/ \———I/Km” V18]
-1/Km!

Sekil 2.13. Karigik inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi [17].

Karisik inhibisyonda Km ve Vmaks degerleri etkilenmektedir. Kinetik sabitler (Vmaks
ve Kj) Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil 2.13.) yararlanilarak asagidaki (Denklem
2.8) esitlikten hesaplanabilir.

1N=Ks/Vmaks/[S] (L+[11/K:) +1/NVmaks (1+[1]1/aKi) 2.8
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2.1.5. Enzimatik reaksiyonlara etki eden faktorler

Bilindigi {izere enzimlerin gorevi ortamda bulunan substratlar1 degisiklige ugratarak
tirtine doniistiirmektir. Enzimin aktivitesi substrat konsatrasyonun azalmasi ya da
iiriin konsantarsyonun artmasina baglidir. Enzim aktivitesi miktari, enzim {initesi
(EU) ile tamimlamir. Enzimatik reaksiyonlar: etkileyen faktorler pH, 1s1, enzim
konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, ¢esitli kofaktér ve koenzimlerin
konsantrasyonu, hormon ve diger biyolojik maddelerin etkisi olarak siralanabilir [13,
15].

2.1.5.1. pH etkisi

Sulu ortamda gergeklesen kimyasal reaksiyonlarda ortamin pH'st ¢ok Onemlidir.
Enzimatik reaksiyonlar sulu ortamda gerceklestigi i¢in pH etkisi onemli derecede
etkilidir. Her enzimin ¢alistig1 en uygun pH degerine optimum pH denir. Reaksiyon
ortamiin pH'st optimum pH'n altinda ya da iistiinde olursa enzim aktivitesi
yavaglar. Enzimatik aktivite tayininde pH miimkiin oldugu kadar belirli bir degerde
sabit tutmalidir. Bunun igin bu tip reaksiyonlarda tampon sistemler kullanilmaktadir.
Tampon sistemlerin asil 6zelligi pH'nin degisimine karsi bir direng gdstermektir.
Canli sistemlerde gerceklesen enzimatik reaksiyonlarn ortami genelde tampon
sistemlerdir. Tampon sistemlerin enzimatik reaksiyonlarda rolii biyiiktiir. Enzim

aktivite ¢caligmalarinda optimum pH'nin sabit tutlmasi gerekir [13, 15, 18].

2.1.5.2. Sicaklik etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda diger 6nemli bir etken de sicakliktir. Ortamin sicaklig
artinca reaksiyona giren molekiiller arasindaki ¢arpisma hizi artacaktir. Sicakligin
artmas1 ayn1 zamanda aktivasyon enerji seviyesini asabilecek molekiillerin arasindaki
carpigmalarin sayisini da arttiracaktir. Sicakligin artmasi ile enzimatik reaksiyon hizi
maksimum seviyeye ulasir, ancak belli bir siire sonra diismeye baslar. Enzimlerin
calistigt en uygun sicakliga opitmum sicaklik denir. Her enzimin en yiiksek

aktiviteye sahip oldugu bir sicaklik degeri vardir. Canli organizmalarda enzimatik
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reaksiyonlar 37-40°C sicaklik araliginda gercelesmektedir. Son yapilan galigmalara
gore bazi termofilik bakterilerde enzimatik reaksiyonlarin 60-70°C'a kadar ¢iktigi
tespit edilmistir [13, 15, 18].

2.1.5.3. Enzim konsatrasyonun etkisi

Ortamda yeterli seviyede substrat varsa enzimatik reaksiyonun hizi, reaksiyonu
katalizleyen enzim derisimi ile dogru orantilidir. Reaksiyon ortaminda ne kadar fazla
substrat mevcutsa o oranda enzim-substrat kompleksi olusur. Boylece o kadar ¢ok
tirtinde olusur. Dolayisiyla enzim ne kadar fazla olursa birim zamanda olusacak olan
iiriinde o kadar fazla olacaktir. Enzim sonsuz sayida substrati iiriine ¢evirebilir, ancak
denatiirasyon sonucunda enzim yikilir. Her enzim belli bir zaman sonra substrat

konsatrasyonu arttirilsa da denatiirasyona ugrar ve aktivitesini kaybeder [13, 15, 18].

2.1.5.4. Substrat konsatrasyonun etkisi

Reaksiyon ortaminda enzim konsantrasyonu sabit bir degerde tutuldugu zaman,
substrat konsantrasyonu arttirildikca enzimatik reaksiyon hizi da artmaktadir.
Boylece olusan tiriin miktar1 da artacaktir. Bu olay belli bir siire devam etse de enzim
doygunluk noktasina ulastiginda, substrat konsantrasyonu arttirilsa da reaksiyon hizi

artik yavaslayip parabol egri hiperbolik egrisine doniismektedir [13, 15, 18].

2.1.5.5. Kofaktor ve koenzimlerin konsantrasyonlarinin etkisi

Bazi enzimler aktivite gosterebilmeleri i¢in bazi organik molekiillere bazen de metal
iyonlarina gereksinim duymaktadirlar. Metal iyonlara kofaktoér denirken organik
molekiillere koenzimler denilmektedir. Baz1 enzimler ise hem kofaktor hemde
koenzim oldugunda aktivite gosterebilirler. Enzimlerim aktivite gosterebilmeleri i¢in
koenzim ve kofaktorlerin reaksiyon ortaminda yeterli derecede bulunmasi

gerekmektedir [15, 18].
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2.2. Polifenol Oksidazlar

Polifenol oksidaz (PPO) enzimleri aktif merkezlerinde bakir igeren metalloenzimler
grubundandir. Bu enzimler oksidorediiktaz sinifina girmektedir. Substratlar1 fenolik
bilesikler olup, oksijen varliginda kararma reaksiyonu ile substratlarini
oksitlemektedirler. Bu olay gida sanayisinde "enzimatik esmerlesme" olarak
bilinmektedir. Reaksiyon esnasinda kullanilan molekiiler oksijen suya indirgenir.
Polifenol oksidazlar tirozinazlar (EC1.14.18.1; monofenol monooksigenaz),
lakkazlar (EC 1.10.3.2; benzendiol: oksijen oksidoreduktaz) ve katekol oksidazlardir
(EC 1.10.3.1; 1,2-benzendiol: oksijen oksidoreduktaz) olmak iizere ii¢ gruba
ayrilirlar.  Tirozinazlar, monohidroksi fenollerin Oz varhgmnda o-kinonlara
doniligmesini katalizleyen enzimlerdir. Lakkazlar, p-dihidroksi fenolleri Oz varliginda
p-Kinonlara doniistiiren enzimlerdir. Bunlarda p-difenol oksidaz ve lakkaz olarak
bilinmektedir. Katekol oksidazlar ise o-dihidroksi fenollerin O varliginda o-

kinonlara yiikseltgenme tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir [19].

(@]
(o]
Tirozinaz
R
(@]
2H,O o
v 2
Tirozinaz
yada
Katekol Oksidaz
R
(@]
o, 2H,O o
C 4 U » 4 4
Lakkaz Enzimatik
olmayan
OH R (o]

Sekil 2.14. Fenolik bilesiklerin oksidasyonu [20].
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2.2.1. Tirozinaz enzimi

Tirozinazlar hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda, omurgasiz hayvanlarda,
prokaryotik ve oOkaryotik mikroorganizmalarda bulunmaktadir [20]. Tirosinazlar,
insanlarda da bulunmaktadir [21]. Tirozinazlar melanogenezin ilk reaksiyonlarinda
ve melanin olusumunda goérev alan temel enzimdir. Melaninler, pigmentasyon ve

sklerotizasyon gibi birgok biyolojik a¢idan 6nemli fonksSiyonlara katilirlar.

OH OH O

o

: OH 0 o
L_y EE— —_— \
Tirozinaz
0 N
H,C H,C Hzcll

l |

HO—C—CH—NH, =~ HO—C—CH—NH,  HO—C¢—CH—NH,
0 0
Tirozin Dopa Dopakinon Melanin

Sekil 2.15. Tirozinden melanin olusumu [22].

Tirozinaz enzimi, fenolik bilesikleri oksitleyerek melaninlere doniistiirmesi li¢ farkli
reaksiyon ile katalizlemektedir. Sekil 2.15.'deki reaksiyona gore ilk adimda L-tirozin
amino asidi tirozinaz enzimi Kkatalizorligiinde hidroksillenerek L-dopa'ya
doniismektedir. Ikinci adimda L-dopa'min dopakinon'a yiikseltgenmesi ya da
oksidasyonu ile sonuglanir. Ugiincii adimda ise daha karmasik bir yol olup insanlarda
dopakinonun siklizasyon ve oksidatif polimerizasyonu da iceren bir seri kompleks
reaksiyonla melaninine doniismesidir. Bu kompleks reaksiyon sekil 2.16.'da

gosterilmistir [22].



20

| H o
CH—C —s

NH,

H,C

HO—C——CH—NH,
H,N——CH—C——OH

- |
CH,

H,C SH

(0]
5-S-sisteinildopa

HO—C—CH—NH,

Dopakinon Sistein

o

CH——C——OH

H,C

I

NH, O
HO! * LL
OH C a NH, ,
Ha 2 H,C CH—C——O0H
OH 4 sistein | ||
NH, O
HO’ [0)
dopahidrokinon Sistin
H,C
HO—C—CH—NH,
o
L-DOPA
o
HO, H
o CH,0H
° |
CHOH
CHOH
o o -
+ o o}
HyC HO
2 OH H,C S \
HO—C——CH—NH, HO—C—CH—NH,
L-askorbik asit ” dehidro-L-askorbik asit

Dopakinon Dopahidrokinon

Sekil 2.16. Tirozin-dopa ve melanin iligkisini anlatan reaksiyon semas1 [22].

Memelilerde melanogenez sag, deri ve goz pigmentasyonuyla ilgilidir. Tirozinaz
aktivitesindeki aksakliklar albinizm ve hiperpigmentasyon ile sonuglanir.
Biyosentetik melanin sentezinde herhangi bir anormallik s6z konusu oldugunda
insanlarda ciddi estetik sorunlarina yol agmaktadir. Genellikle insanlar gesitli etkilere
maruz kalarak, bu estetik sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ornegin derinin
UV 1sinlarina maruz kalmasi hiperpigmentasyon ile sonug¢lanmaktadir. Bu reaksiyon

insan viicudunda kontrollii bir sekilde ger¢eklesmektedir [23, 24, 25].

Dogada ¢ok yaygin olan tirozinaz enzimi, mantar, patates, ayva, elma, seftali, muz,
kahve tohumlari, cay yapraklari ve tiitiin yapraklarinda diger kaynaklara gore yapilan

aragtirmalar sonucunda daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu gostermis olup
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kayisi, enginar, yabani giil, yabani piring, 1spanak gibi bitkilerde de tirozinaz
enzimine rastlanmistir [26]. Kisaca diinyadaki ¢ogu bitkilerde tirozinaz enzimin

varligindan bahsedilebilir.

2.2.1.1. Polifenol oksidaz enzimi icin optimum sicaklik ve pH

Yapilan arastirmalar sonucunda PPO enziminin opitmum pH's1 enzimin kaynagina
ve substrata gore ¢ok genis aralikta oldugu gortlmiistiir. PPO enzimin opitmum pH
araligi pH 4,0-7,0 arasindadir. Birkag kaynaktan elde edilen PPO enziminin pH
4,0'in altinda enzimin inaktif oldugu deneysel olarak ispatlanmistir. Ornegin
patatesten elde edilen PPO enzimi pirogallol ve klorojenik asit varliginda pH 5,0'te
inaktif oldugu goriilmiistiir. Oysa mandalinadan elde edilen PPO enzimi pH 6.0'nin
altindaki degerlerde pirogallol substratini oksitleyemedigi deneysel olarak tespit
edilmistir [26]. Optimum sicaklik 6zelligi de genellikle enzim kaynag: etkili oldugu
deneysel olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla PPO enziminin optimum sicaklik

araliginin 25-35°C araliginda deneysel olarak tespit edilmistir [27].

2.2.1.2. Tirozinaz, lakkaz ve katekol oksidaz enzimlerinin biyokimyasal
farklihklar:

Polifenol oksidaz enzim grubuna giren, tirozinaz, lakkaz ve katekol oksidaz
enzimlerin biyokimyasal ag¢idan farkliliklar1 Tablo 2.1.'de gosterilmistir. Bu grup
enzimlerin bulundugu yerler, fizyolojik rolleri, hiicre yapisindaki muhteviyatlar1 ve
molekiil agirliklart verilmistir. Enzimlerin substratlara kars1 olan ilgileri ve onlarin

inhibitorleri Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz enzimlerinin biyokimyasal ve yapisal 6zellikleri [20].

Tirozinaz Katekol Oksidaz Lakkaz
Enzim EC 1.14.18.1. EC 1.10.3.1. EC 1.10.3.2.
siiflandirilmasi

Memeliler, bitkiler, Bitkiler, bocekler, Bitkiler. bécekler
Bulundugu Yerler bocekler, mantarlar, mantarlar, i ¢

bakteriler bakteriler mantarlar, bakteriler
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Fizyolojik Rolii

Hiicre'de bulundugu
yer

Molekiiler Agirligt

Substratlar

Birincil
Yiikseltgenme -
Oksidasyon Uriinii

Stokiometrik O3

Spesifik inhibitorleri

Pigment olusumu,
yara iyilesmesi,
Sklerozasyon

Hiicre ici (Intraceluller)

30-50 kDa

p-Monofenoller,
o-difenoller

0-Kinon

1 mol Monofenol: 1mol
(o)

Tropolon, Salisil
Hidroksamik Asidi, 4-
Heksil resorsinol, Fenil
hidrazin.

Pigment olusumu,
yara iyilesmesi,
Sklerozasyon

Hiicre igi
(intraceluller)

30-60 kDa

o-difenoller

0-Kinon

2 mol Difenol:
1mol O,

Feniltiyourea,
N,N-dietiltiyo-
karbamat

Lignin bozulmasi,
Pigment ve meyve
Viicut olusumu,
Detoksifikasyon, bitki
Patogenezi

Hiicre dist
(Extraceluller)

60-80 kDa

(Ug aktif merkeze
sahip)

30-40 kDa

(ki aktif merkeze
sahip)

Monofenoller,
difenoller, aril
aminler, amino
fenoller

Fenoksi Radikaller

4 mol Phe-OH: 1mol
(o))

Kiigiik anyonlar, N-
hidroksil glisin,
Setiltrimetil amonium
bromid, azid

Tablo 2.2.'de tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz enzimlerinin monofenoller ile olan
etkilesimi gosterilmistir. Tablo 2.2.'de gosiildiigli gibi lakkaz enzimi biitlin

monofenollerin  tiirevlerini  oksitlemektedir. Tirozinaz enzimi 1ise sadece

monofenollerin para formundaki tiirevlerini ve aromatik mono aminleri

oksitlemektedir. Katekol oksidaz enzimi monofenollerin sadece orto formundaki

tirevlerini oksitlemektedir.

Tablo 2.2. Tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz enzimlerinin monofenoller ile olan etkilesimi [20].

Aktivite

Monofenoller

Substrat Molekiil yapist Tirozinaz Katekol Oksidaz Lakkaz

R

p-siibstitiie fenoller + - +

OH
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Tablo 2.2. (Devami)

m-substitiie fenoller

o-stibstitiie fenoller

Aromatik mono

aminler

R

NH,

Tablo 2.3.'de tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz enzimlerinin difenoller ile olan

etkilesimi gosterilmistir. Tablo 2.3.'de goriildiigli gibi lakkaz enzimi biitiin

difenollerin tiirevlerini ve aromatik para substitiiec aminleri oksitlemektedir. Tirozinaz

enzimi ise difenollerin sadece meta formundaki turevlerini oksitlemektedir. Katekol

oksidaz enzimi sadece para siibstitiie difenolleri oksitlemektedir.

Tablo 2.3. Tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz enzimlerinin difenoller ile olan etkilegimi [20].

Difenoller Aktivite
Substrat Molekiil yapisi Tirozinaz Katekol Oksidaz Lakkaz
R
p-siibstitiie
o-fenoller + + +
OH
OH
R
m-siibstitiie
- - +
o-fenoller OH
OH
R
p-siibstitie + Etkilesim yok +
o-aminofenoller
OH

NH,
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p-siibstitiie
o-diaminler
NH,

NH,

Etkilesim yok +

Tablo 2.4.'de tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz enzimlerinin segilmis ya da 6zel

substratlar ile olan etkilesimi gosterilmistir. Tablo 2.4.'de goriildiigii gibi lakkaz

enzimi secilmis substratlarin ¢ogunu oksitlemektedir. Tirozinaz ve katekol oksidaz

enzimlerinin ise daha se¢ici davrandigini goriilmektedir.

Tablo 2.4. Tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz enzimlerinin substratlar ile olan etkilegimi [20].

Secilmis ya da Ozel Substratlar Aktivite
. Katekol
Adi Molekiil yapisi Oksidaz Lakkaz

L-Tirozin Ho@éz% - -
T:O
-

Syringaldazin /OI;/\N/N\/(E[O/ - +

~
p-Fenilen mn@;w i +
diamin

Polifenol oksidaz enzim grubun en ¢ok etkilesim iginde oldugu substratlar, Sekil

2.17.'de verilmistir.
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OH o)
OH HsC OH OH
HO
NH,
OH OH

Pirokatekol 4-metil katekol L-dopa
OH OH o
HO
OH OCH,4 OH
HO
NH,
OH
COOH
Gallik asit Guaiakol L-tirozin
OCHj
HO OH
HsCO
OH
Pirogallol o-dianisidin

Sekil 2.17. PPO grubu enziminin substratlari

2.2.1.3. PPO enzimin inhibitorleri ve aktivatorleri

Meyve ve sebzelerde meydana gelen esmerlesme reaksiyonlart ana kaynagi
yapilarinda bulunan PPO enzimidir. Esmerlesme reaksiyonunu inhibe etmek igin
gesitli inhibitorler denenmistir. PPO enziminin esmerlesme ya da kararma
reaksiyonunu engellemek i¢in cesitli inhibitdrler gelistirilse de bunun yaninda bu
esmerlesme reaksiyonuna neden olan en onemli etkenlerden biri oksijendir.
Dolayisiyla PPO enzimin katalizledigi reaksiyon, meyve ve sebzelere zarar verdigi
igin, gelistirilen inhibitorlerin yaninda ortamdan oksijenin uzaklastiriimasiyla

istenmeyen esmerlesme reaksiyonuna son verilebilir [28].

Tablo 2.1.'de polifenol oksidaz grubuna ait her ii¢ enzim iginde en Onemli
inhibitorleri gosterilirken Sekil 2.18.'de tirozinaz enzimi i¢in en énemli inhibitorler
gosterilmektedir. Gida sanayisinin en ¢ok istedigi tip inhibitorler, sebze ve
meyvelerin besinsel degerlerini etkilemeyen ayrica meyve ve sebzelerin bozulmasini
engelleyen inhibitorlerdir. Malesef giliniimiiz diinyasinda sebze ve meyveler i¢in
kullanilan inhibitorlerin hem saglik acgisindan tehlikeli oldugu hemde besin

degerlerin negatif yonde etki ettigi ispatlanmistir [28].
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o
OH NHNH,
OH
N
N
OH

Tropolon Salisil Hidroksi Asit Fenil hidrazin

HO OH
\CK/\/\/CH;;

4-Heksil Resorsinol

Sekil 2.18. Tirozinaz enzimin en ¢ok bilinen inhibitorleri [28].

2.2.2. Bakir bolgeleri ve reaksiyon mekanizmasi

Polifenol oksidaz grubuna ait enzimlerin hepsi aktif merkezlerinde bakir atomlari
iceren metalloenzimlerdir. Katalizledikleri reaksiyonlarda bakir atomlar1 6nemli rol
oynamaktadir. Tirozinaz enzimindeki bakir atomlarin genel o6zelligi "tip 3 bakir
mekrezi" (T3) denen bir antiferromagnetik olarak baglanmig bakir iyonlari CuA ve
CuB seklindedir. Aktif bolgedeki bu CuA ve CuB atomlarinin her ikiside dortlii a-
heliks sarmali igerisinde yerlesmistir. Bir bakir atomu ¢ histidin  molekiilii

tarafindan koordine edilmektedir [29].

Sekil 2.19. T3 tipi bakir iyonlarinin tirozinaz enzimin aktif bolgesindeki ti¢ boyutlu yapisi [29]

Sekil 2.19'da altin rengindeki toplar bakir atomlarmi temsil etmektedir. Bakir

atomlarin etrafin1 saran halka yapili molekiiller ise histidin molekiilleridir. Bakir
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atomlar1 tirozinaz enzimin aktif merkezinde olup, substrat ile etkilesim esnasinda

aktif rol oynamaktadirlar.

Tirozinaz enziminin monofenoller ve difenoller ile olan reaksiyon mekanizmasi Sekil
2.20.'de gosterilmistir. Reaksiyon mekanizmasi iki farkli yol izerinden gosterilmeye
calisilmigtir. Reaksiyon mekanizmasina dikkat edildiginde, enzimin aktif merkezinde
bulunan bakir atomlarmin oksijen ile etkilesim i¢inde oldugunu gorebiliriz. Bu
oksijenin monofenolleri ve difenolleri kinonlara yiikseltgemesi reaksiyon

mekanizmasi lizerinden Sekil 2.20.'de goriilmektedir [30].

R R R
Q z } 2 HO WJ: N
H0, o © o HO o) oH N<o /(I)\Cz/
N>C o [N T C/"’N N [.-N N N NN
T+ -
NN o NN o W

0
OH
OH 4
) R
02
N

o u OH 0;
R N\I /O\ /
/Cu\ | /Cu\
N
o) o Tirozinaz N
N | N monofenolaz Cu C/
Cu__.Cu, siklusu u
% N deok51form
3H"
\' e
R N N
+ RO éu H
N/ ) \O/ \N R
Cu u
met-form oAy
OH H
/ OH
u Cu
Yo
N / O \N

Sekil 2.20. Tirozinaz enzimin difenolaz ve monofenolaz katalitik dongiiniin molekiiler mekanizmasi [31].

Reaksiyon mekanizmasi sadece tirozinaz enzimine ait olmayip ayni zamanda katekol

oksidaz enzimine de ait bir mekanizmadir.
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2.2.3. PPO enzimi ile ilgili yapilan bilimsel ¢alismalar ve uygulama alanlari

PPO enzimi saglik, gida, kozmetik, ila¢ ve kimyasal maddelerin aritilmasinda genis
uygulama alani1 bulunabilen bir enzimdir. Sebze ve meyvelerde meydana gelen
esmerlesme reaksiyonlari sadece PPO enzimine bagli degildir. Yapisinda katekol
oksidaz, lakkaz gibi enzimleride iceren sebze ve meyvelerde kararma reaksiyonlar
gerceklesmektedir. PPO enzimin aktivitesi esmerlesme reaksiyonunun siddetini de
belirler. Bu reaksiyonun ger¢eklesmesi sonucunda gidalarda kararma meydana gelir.
Sonug olarak istenmeyen gidalarin tadinda ve goriiniisiindeki degisiklikler gida
sektoriinii  inanilmaz derecede zarara ugratir. Polifenol oksidaz enzimin
gerceklestirdigi kararma reaksiyonu her ne kadar gida sektoriinde istenmesede ne var
ki kahve, ¢ay, kuru iiziim, kakao, kuru incir, kuru erik ve benzeri gidalarin goriiniis
ve tatlarinin tercih edilen seviyeye ulasabilmesi i¢cin PPO enziminin aktif olarak

bulunmasi istenir [33].

Bu ¢alismada 1sirgan otun (Urtica dioica L.)'dan ekstrakte edilen polifenol oksidaz
enziminin karakterizasyonu yapilmistir. PPO enzimi, amonyum siilfat ile ¢oktiirme,
diyaliz ve CM-Sephadex yontemi iyon degisim kromatografisi ile saflastirilip,
karakterizasyon islemlerinde kullanilmistir. PPO enzimi, katekol, 4-metil katekol, L-
dopa aktivitesi gostermistir. Enzim L-tirozin, p-krezol, pirogallol, trans-sinamik asit
ve L-dopa substratlar1 ile optimum pH ve sicaklik kosullari tespit edilmis. L-
tirozin'in en uygun enzim aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Enzim i¢in opitmum
pH ve sicaklik degerleri 4,5 ile 30°C'dir. Km Ve Vmaks degerleri ise 7,9X10* M ile
11290 EU/mL olarak saptanmistir. Yapilan c¢alisma kapsaminda L-askorbik asit,
benzoik asit, glutatyon, siyaniir, salisilik asit, sodyum dietil ditiyokarbamat tiyotire,
sodyum metabisiilfit ve p-merkaptoetanol gibi bilesiklerin inhibitor etkisi
incelenmistir. Sonuglar en etkili inhibitoriin yarigmali inhibtor etkisi gosteren ve Ki

degeri 1,79X10° M olan sodyum dietil ditiyokarbamat olarak belirlenmistir [34].

Dere otundan (Anethum graveolens) PPO enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile
kismen saflastirilsa da diyaliz ve jel filtrasyon kromatografisi ile bir adim daha

saflastirilmistir. PPO aktivitesinin kinetik ¢alismalar1 420 nm'de zamana kars1 olarak
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katekol, dopamin ve klorojenik asit gibi substratlarla yapilmistir. Substratlar arasinda
PPO enzimin en iyi aktivite gosterdigi substratin klorojenik asit oldugu tespit edildi.
Enzim i¢in optimum pH ve sicaklik degerleri ve iyonlara karsit olan dayaniklilig
incelenmistir. Saflastiritlan PPO enzimi tizerinde yapilan inhibit6r ¢alismalarinda L-
sistein yarigmasiz inhibisyon etkili oldugu tespit edilmistir. Enzimin her ii¢ substrat
ile olan reaksiyonlarinda 10°C ile 75°C sicakliginda aktivasyon enerjileri Arrhenius
denklemi ile hesaplanmustir. Ayrica enzimin entalpi (AH) degeri ve Q1o degerleri de

hesaplanarak, dere otunun peynir iiretiminde rahat¢a kullanilacagi saptanmistir [35].

Bir diger calismada elmanin kararmasini engellemek igin, Enoki mantarinin
(Flammulina velutipes) ti¢ farkli ¢Oziicii kullanilarak ekstreleri hazirlanmustir.
Coziicii olarak aseton, etanol ve sicak su kullanilmistir. Enoki mantarindan elde
edilen oziitlerin elmadaki kararma reaksiyonunu durdurmak i¢in PPO aktivitesini
inhibe etmeye yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Hazirlanan 6ziitler ile elmanin PPO’ya

bagli gelisen esmerlesme rekasiyonunu énemli 6l¢iide azalttigr goriilmiistiir [36].

Diger ¢alismada, mango meyvesinden (Mangifera indicacv. Manila) PPO enzimi
saflagtirilmistir. Enzimin biyokimyasal ozellikleri incelenmis ve karakterizasyonu
yapilmistir. PPO enzimi hidrofobik etkilesim ve iyon degisimi kromatografisi ile 216
kat saflagtirilmistir. SDS-PAGE'de enzimin molekiil agirhiginin 31,5 kDa oldugu
saptanmigtir. PPO enzimi en yiiksek ativiteyi Km degeri 2,77 mM ile pirogallol
substrati ile géstermistir. Bunun yaninda optimum pH ve sicaklik degerlerinin de 6,0
ile 20-70°C oldugu saptanmistir. Enzim aktivitesini inhibe eden en etkili inhibitoriin

0,1mM ile kojik asit PPO'yu tamamen inhibe ettigi saptanmistir [37].

Baska bir calismada ise, mantardan saflastirilan tirozinaz enzimin iizerinde bazi
flavonoidlerin (Sekil 2.21.) etkileri incelenmistir. Bu flavonoid bilesikleri L-3,4-di
hidroksifenilalanin  (L-dopa) substrati varliginda enzim {izerindeki etkileri
incelenmistir. Calismada etkileri incelenen flavonoid bilesiklerin tirozinaz enzimi
tizerindeki inhibisyon etkisinin tersinir oldugu tespit edilmistir. Flavonoid
bilesiklerin ¢ogu yarismali inhibisyon etkili oldugu halde aralarinda Luteolin adli

flavonoid bilesigi yar1 yarigmali inhibisyon etkili oldugu tespit edilmistir. Krizin



30

(Chrysin) ve Quercetin-3-rutinosid adli flavonoid bilesikleri ise tirozinaz enzimi

tizerinde herhangi bir etki gostermemistir [38].

Sekil 2.21. Flavonoid molekiilii [38].

Mantardan (Sigma Chemical Co.) izole edilen tirozinaz enzimi iizerinde sentezlenen
alkilbenzaldehitlerin etkileri incelenmistir. Tirozinaz enzimi bilindigi iizere difenolik
ve mono fenolik bilesikleri tizerinde etkilidir. Calismada 6zellikle tirozinaz enzimin
difenolaz etkisi incelenmistir. Difenolaz {izerinde L-dopa substrati varliginda alkil
benzaldehitlerin etkisi dontistiimlii inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. o-
Tolualdehit ve m-tolualdehit karisik tipli inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
p-alkilbenzaldehitler ise yar1 yarigmali inhibisyon etkili oldugu tespit edilmistir. p-
Alkil benzaldehitler olarak kullanilan bilesikler, p-tolualdehit, p-etil benzaldehit, p-
propil benzaldehit, p-izopropil benzaldehit, p-ter-butil benzaldehit, p-butil
benzaldehit, p-pentil benzaldehit, p-heksil benzaldehit, p-heptil benzaldehit ve p-oktil
benzaldehittir. p-Heksil benzaldehitin inhibisyon etkisi en yiiksek oldugu tespit
edilmistir. p-Alkilbenzaldehitlerin alkil gruplarmim hidrofobik etkilerinin de etkili
oldugu tartigmalarda yer almigtir [39].

2.3. Kullanilan Bitkiler ve Ozellikleri

Bu ¢aligsmada kaynak bitki olarak kullanilan bitki Tirkiye'de tiiylii pavlionya olarak
bilinmekte ve Latince adi Paulownia tomentosa'dir. Bitkinin yapisal 6zelliklerine
bakildiginda kapali tohumlu ve ¢ift ¢enekli olup scrophulariaceae ailesine aittir.
Bitkinin ortalama boyu 7-15 m olup yapraklari 15-30 cm boyunda ve 10-20 cm
genisligi ile kalp sekilli yapraklarin saplari ise 10-15 cm’dir. Sivri uglu olan
yapraklarin {ist ylizeyi yesil, alt yiizeyi ise gri-yesil renkli ve ayrica tiylidiir.
Genellikle ilkbahar mevsiminde yapraklar1 agmadan once ¢icekler agar (Sekil 2.22).
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Cigekleri agmadan 5-6 cm boyun tiiylii yuvarlak kapsiil bigiminde olup sivri uglu ve

yesil renklidirler [41].

Bu aga¢ daha fazla sanayi agaci olarak da bilinmektedir. Cok ¢abuk biiyiiyen bir
agac olarak bilinmekte ve bir sene i¢inde 8 metreye kadar biiyimektedir. Aga¢ cabuk
biiyiidiigii i¢in sanayi de en ¢ok tercih edilen agaglardan biridir. Ozellikle kerestecilik
alaninda kullanim1 giin gegtikge artmaktadir. Son yillarda bir¢ok iilkede
yetistirilmeye baglanan bitki ilk olarak Cin'de daha sonra Amerike Birlesik

Devletleri'nde yetistirilmeye baslandi.

Sekil 2.22. Paulownia tomentosa agaci [40] (Solda: meyve, sagda meyve vermeden 6nceki hali)

Agacin ¢ok fazla tercih edilmesinin nedenleri, Kerestecilik alani, Soluk sar1 renginde
olup kokusuz, piiriizsiiz ve budaksizdir. Bir¢ok fiziki agir sartlara dayanikli yliksek
1s1 direncine sahip gibi Ozellikleri vardir. Agacin yapisinda Seliiloz orani1 %45-50
araliginda olmas1 kagit sanayisinde kullanim1 giin gegtik¢e artmaktadir. Bal iiretimi,
ilkbahar aylarinda Paulownia tomentosa ¢ok miktarda cicek iiretir. Agagtan elde
edilen bal daha ¢ok ticari karisimlar i¢in kullanilir. Hayvan yemi, Paulownia
tomentosa agacinda c¢ok genis ve yiliksek hacimde yapraklar {iretilir. Bunun
sonucunda yapraklarin kurutulmasi sirasinda besin degeri agisindan zengin olup,
agirliklar oraninda tahil ile ayni1 besin degerine sahiptirler. Giibre iiretimi, agacin
kokleri topragin derinliklerine indigi i¢in genelde hicbir agacin alamadig rutubeti ve
besin maddelerini almaktadir. Bdylece sonbahar aylarinda dokiilen yapraklarin

toprak ile karismasi sonucunda, topragin verimliligini artirir. Hava kirliligi, agacin
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yapraklar1 havada olusan ¢esitli zehirli gazlari, toz ve duman gibi hava kirliligine
neden olanlar1 emerek temizlemektedir. Genelde son yillarda kentlerde Paulownia
agaclarin dikimi her gegen giin artmaktadir. Derin koklerin olusumu erozyonu biiyiik
oranda azaltir. Agacin yapraklarinin biiyiik olmas1 riizgara karsi bir kalkan olarak
kullanilmaktadir. Artik bir¢ok iilke 1sinmak i¢in odun kullanigindan, enerji sektorii

Paulownia agag yetistirme igine ciddi anlamda yatirimlar yapmaktadir [41, 42, 43].

2.3.1. Paulownia tomentosa ile ilgili yapilan bilimsel ¢calismalar

Son yillarda Paulownia tomentosa ile ilgili bilimsel ¢aligmalar her gegen giin
artmaktadir. Paulownia tomentosa agaci daha fazla Cin'de ve Kuzey Amerika
kitasinda sik rastlanan ve geleneksel olarak 6nem arz eden agaglardan biridir. Diinya
genelinde Paulownia tomentosa’ya artan ilginin genelde ticari amagli oldugu
goriilmektedir. Bitkinin bir sene icinde 5 metreye kadar biliylimesi, kagit sanayisine
sagladigi katkiyr biiyliik Olclide arttirmistir. Buglin Kosova ve diger Balkan
tilkelerinde Paulownia tomentosa agacinin kullanimi her gegen giin artmaktadir.
Paulownia tomentosa agaci ile yapilan bilimsel makaleler asagidaki sekilde

Ozetlenmistir.

Kristyna Sch. ve arkadaslar tarafindan Paulownia tomentosa agacinin fitokimyasal
profilin aydinlatilmas1 igin agacin ¢esitli bolgelerinden ekstraktlarin incelemislerdir.
Paulownia tomentosa Cin tibbinda geleneksel olarak kullanilan yaygin bitkilerden
biri olarak bilinmektedir. Paulownia tomentosa bitki 6ziitiinden flavonoidler,
lignanlar, fenolik glikozitler, kinonlar, terpenoidler, gliseridler, fenolik asitler ve
cesitli diger bilesikler izole edilmistir. Bilesiklerin yapilarinin aydmnlatilmas: ve
bunun yaninda gii¢lii antioksidan, antibakteriyel ve antiflojistik aktivite 6zelligi
gosteren bilesikler oldugu bilinmektedir. Ozellikle prenilsayonlu flavonodilerin izole
edilmesi ve tanimlanmasi iizerine odaklanilmistir. Bu ekstraktlarin, insandaki kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite gosterdigi ve insanda bulunan kolinesteraz,
butirilkolinesteraz ve bakteriyel néraminidazlarin etkilerini inhibe ettigi deneysel
olarak gosterilmistir. Sonu¢ olarak bu c¢alismada, Paulownia tomentosa'dan ¢ok

yonlii sekonder metabolitlerin ve 6zellikle de prenil yapili flavonoidlerin zengin bir
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kaynagi oldugu belirlenmistir. Giiniimiizde flavonodiler, lignanlar, fenolik
glikozitler, kinonlar, terpenoidler, gliseridler, fenolik asitler ve diger cesitli bilesikler
bu bitkiden izole edilmektedir. Paulownia tomentosa'dan izole edilen prenil yapili
flavonodilerin farmakolojik etkileri arastirilip incelendiginde bunlarin 6zelliklerinden
dolay1 ilag sanayisinde her gegen giin Paulownia tomentosa'ya karsi her gegen giin
ilgi artmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, Paulownia tomentosa'nin gesitli antibakteriyel,
antioksidan, antiflojistik ve sitotoksik aktiviteleri onleyici etkilerinin insanda bulunan
baz1 enzimlere de etkili oldugunu gostermistir. Flavonoid iskeletinin yan zincirinin
altinc1 karbonuna baglanmis modifiye prenil veya geranil yapili bilesikler 40'tan
fazla oldugu kesfedilmistir. Bu bilesikler Paulownia tomentosa agacinin gigek,
meyve ve yapraklarindan izole edilmistir. Bu bitkiden izole edilen bilesiklerin
farmakolojik olarak etkilerin ileriye yonelik daha fazla in vivo galigmalarin yapilmasi

gerektigini gostermektedir [44].

Smejkal Karel ve arkadaslar tarafindan, Paulownia tomentosa agaci meyvesinden C-
geranil flavonoidlerin antibakteriyel etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada C-Geranil

flavonoidlerin antibakteriyel etkili oldugu deneysel olarak tespit edilmistir [45].

Meng Z. ve arkadaslari tarafindan, Paulownia tomentosa ¢igegi Oziitiinden izole
edilen bilesiklerin antioksidan Ozellikleri incelenmistir. Bu ekstarktin etanol ile
(Ekstrakt/etanol-v/v) %20, %40, %60 ve %80 oraninda karisimlari hazirlanmis ve
karisimlara yonelik DPPH, siiper oksit anyonlar ve hidroksil radikal yontemleri ile
anti oksidan 6zellikleri incelenmistir. Sonug¢ olarak en fazla antioksidan 6zelliginin
%60 oranindaki karisimda oldugu bulunmustur. Bu karisimdaki ana bileksikler
UPLC (Ultra Performans Sivi Kromatografisi)-TOF (Time of Flight-zaman
fonksiyonu olarak kiitle spektrometrisi)-MS/MS (Mass-Kiitle spektometrisi) ve UV
(Ultra viyole-kizil 6tesi spektrometrisi) spektral analiz yontemleri ile tespit
edilmistir. %20'lik karigim iginde absisik asit ve t-absisik asit bulundugu tespit
edilmistir. %40'lik karisim iginde ise bes bilesik bulunmus ve bu bilesiklerin t-absisik
asit, luteolin, apigenin, triksin ve 4,5,7-trihidroksi-3-metoksiflavon oldugu tespit
edilmistir. %60'lik karisimda ise ti¢ bilesik oldugu tespit edilmis ve bu bilesiklerin t-

absisik asit, apigenin ve 4,5,7-trihidroksi-3-metoksiflavon olduklar tespit edilmistir.
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%80'lik karisimda ise 6 bilesik oldugu tespit edilmis ve bu bilesiklerin luteolin,
apigenin, 4,5,7-trihidroksi-3-metoksiflavon, palinownin, 3-metildiplakol ve diplakon

oldugu tespit edilmistir [46].

Cho Jung Keun ve arkadaslar1 Paulownia tomentosa agact meyvesinin metanol ile
oziitlerinden izole ettikleri geranillenmis flavonoidlerin proteaz enzimini inhibe
ettigini deneysel olarak tespit etmislerdir. Bu geranillenmis flavonoidler hepsi 3,4-
dihidro-2H-piran grubunu ihtiva etmektedir. Paulownia tomentosa meyvesinin
metanol dziitiinde bulunan flavonoidlerin proteaz enzimini 5,0 ila 14,4 uM araliginda

inhibe ettigini gostermislerdir [47].

Yukarida bahsedilen ¢aligmalar aslinda son yillarda yapilan ¢aligmalardir. Genellikle
yapisinda igerdigi kimyasal molekiillerin tanimlanmasi nitel ve nicel analizlerin
kismende olsa yapildigi goriilmektedir. Yapisindaki enzimler ile ilgili yapilan

calismalar siirlidir.

2.3.2. Verbascum thapsus

Tiirkiye'de sigir kuyrugu olarak bilinen otsu bir bitkidir. Kosova'nin birgok yerinde
bulundugu gibi diinyada o6zellikle Avrupa, Kuzey Afrika, Asya, Amerika ve
Avustralya gibi kitalarda ¢ok sik rastlanan Dbitkidir. Verbascum thapsus
Scrophulariaceae familyasina ait olup iki yillik bir otsu bitkidir. Genelde bu
familyaya ait olan bitkiler iki yilliktir. Morfolojik agidan incelendiginde, Haziran ile

Agustos aylarinda sar1 renkli gigekler agmaktadir [48].

Sekil 2.23. Bir yillik Verbascum Thapsus [51].
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Bitkinin boyu 20 cm ile 150 cm arasinda degismektedir. Bitki iki yillik oldugundan,
ilk yil filizlendiginde sadece yapraklari agmaktadir (Sekil 2.23.). Yapraklar1 genelde
biiyiik olup tiiylidiir. Kis uykusuna girildiginde, ikinci yilin bahar ve yaz aylarinda
cicekleri agip boyu yaklagik 2 metreye kadar ¢ikmaktadir. Govdeleri dik ¢igek
yapraklar1 yiiniimsii tiylerle kaplanmaktadir [49]. Bitkinin yapraklari govdenin
dibinde olup rozet seklindedir (Sekil 2.24.).

Sekil 2.24. Verbascum thapsus ikinci yilinda [51].

Bitkinin govde kisminda yapraklar vardir ancak kiigiik ve sapsizdirlar. Cigekler
bitkinin gdvdesinde ve uca dogru gittikce siklasarak neredeyse salkim seklinde

toplanmiglardir. Cigekleri canak ve tag¢ yapraklart beser pargalidir (Sekil 2.25.).

Sekil 2.25. Verbascum thapsus gigekleri [51].

Meyveler yuvarlak¢a olup, ¢ok tohumludur. Cigekler genelde sabah erkenden agip
Oglene dogru kapanir. Cigekten sonra elde edilen kapsiiller ¢igegin meyvesidir. Bir

kapstil 700 kadar tohum igerebilmektedir (Sekil 2.26.). Tohumlar topraga distiigiinde
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uzun siire toprakta kalabilir ve dis etkenlere dayaniklidirlar. Sartlar elverigli

oldugunda tohumlar tekrar filizlenip yeniden canlanirlar [48].

Sekil 2.26. Verbascum thapsus kapsiilleri [51].

Bitki yapisinda ¢esitli bocekleride ihtiva eder. Bitkinin yapraklar tiiylii olmasindan
dolay1 dis zararli etkenlere karsi dayanikhidir. Yapisinda saponinler, kumarin
bilesigin tiirevleri ve glikozidleri igerdigi i¢in tibbi bitki kullanimi oldukc¢a yaygindir.
Bugiin ila¢ sektoriiniin 6nemli bitkisel kaynaklarindan biri olarak bilinmektedir.
Akciger hastaliklarin tedavisinde ilag yapiminda kullanimi oldukga yaygindir [48,
49]. Bitkinin 0Ozellikle yetistirilmesine gerek duyulmaz dogada ¢ok fazla
bulundugundan gereken ihtiyaci karsilamaktadir. Cicek yapisinda gesitli esansiyal
yaglar ve glikozitler icermektedir. Antioksidan 6zelligi yiiksek olan Verbascum
thapsus, genelde ilag yapiminda, muhsil hazirlamada kullanilir. Baz tiirlerinin ¢igek

yapisinda saponin igerdigi goriilmiistiir [50].
2.3.3. Datura stramonium

Datura stramonium Tiirkiye ve Balkanlarda yetisen yabani cinsten bir bitkidir. Halk
arasinda genellikle boru c¢icegi, seytan elmasi, abu zambak, tatula, domuz pitir1 ve
tatala gibi isimlerle bilinmekle birlikte baz1 yorelerde siis bitkisi seklinde bahgelerde
yetistirilebilmektedir. Bitki, patlicangiller-Solanaceae familyasina ait olan boyu 1
m'ye kadar ¢ikan otsu bir bitkidir. Yapraklar 8 ile 20 cm uzunlugunda, piiriizsiiz,
disli, yumusak ve diizensiz dalgalidir. Yapraklarin iist yiizeyi koyu yesil, alttaki agik
yesil olup, ac1 ve mide bulandirict bir tada sahiptir ve bu bitki 6zlerine verilir ve
yapraklar kurutulduktan sonra bile kalir. Datura stramonium genellikle yaz boyunca

cicek acar. Cicekleri beyazdir. Parfiimlii ¢icekler trompet seklindedir, beyaz ile
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kremsi veya menekse, 6-9 cm'dir. Cigekleri, hos koku yayip geceleri agilir. Yumurta
seklindeki kapsiiliin ici dorde ayrilmistir [52]. Kapsiil 3 ile 8 cm kadardir. iginde bir
stiri siyah tohum vardir (Sekil 2.27.).

Sekil 2.27. Datura stramonium bitkisi'nin yapisi [54].

Onceleri tibbi amagli 6zellikle anestezide kullanimi yayginken kontrolsiiz kullanimi
nedeniyle dliimlere neden oldugu icin kullanimi yasaklanmistir. Ayn1 zamanda yerel
olarak halk tarafindan bronsit, astim, hemoroid ve egzema gibi bazi hastaliklarin
tedavilerinde alternatif ilag olarakda uygulanmaktadir. Datura bitkisi ve bunun
tirevleri, genelde yapilarinda antiklorojenik olarak siniflandirilan atropin,

hiosimamin ve skopalamin gibi tropan alkaloidleri igerir [52].

H3C

AN

N

Tropan

Sekil 2.28. Tropan mokeliilii [52].

Datura stramonium yapisinda bazi alkaloidler ihtiva etmektedir. Tropan alkaloidin

(Sekil 2.28.) tiirevlerini igeridgi i¢in analjezik olarak kullanilmaktadir [53].
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Sekil 2.29. Datura stramonium bitkisinde bulunan 6nemli alkaloidler [53].

Bitki yetismeye basladiginda yapraklarinda skopalamin (Sekil 2.29.) molekiiliinii
icermektedir. Bitkinin gelisim asamasinda skopalamin yiiksek dozda bulunmaktadir.
Cigekler agmaya basladiginda bu doz diiser. Datura yapraginda skopalamin
bulunmaktadir. Cigeginde ise atropin molekiilii (Sekil 2.29.) bulunmaktadir. Tek bir
Datura tohumunda 0,1 mg Atropin igermektedir. Insan i¢in dliimciil doz atropin 10
mg olup, skopalamin ise 2-4 mg'dir. Bitki 6forik ve halliisinojenik sahip oldugundan
dikkatsizce ve yiiksek miktarda kullanildiginda zehirlenmelere neden olabilmektedir

[52, 53].
2.3.4. Solanum nigrum

Solanum nigrum, it tiziimii ya da kopek iizimii olarak bilinir. Tropikal bolgelerde
yetisen bitki (Sekil 2.30.), Tirkiye'de oldugu gibi Kosova'nin daglik ve ovalik
bolgelerinde bulunmaktadir. Ozellikle yol kenarlarmnda sik¢a rastlanmaktadir.
Solanum nigrum, patlicangiller (Solanceae) familyasina ait olan otsu bir bitkidir.

Bitkinin boyu 30-120 ¢cm uzunluguna kadar ulasabilir [56].
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Sekil 2.30. Solanum nigrum bitkisi [56].

Cigekleri beyaz ve anterleri agik sar1 renktedir (Sekil 2.31.). Meyvesi ¢iktig1 zaman
once yesil daha sonra siyah renge doniigmektedir. Meyvesi 6-8 mm'dir. Cigekleri
yazin sicak aylarinda (Temmuz-Eyliil) acar. Meyve ise Ekim ayna dogru olusur.
Solanum nigrum'un ¢esitleri vardir. Bitki yapisinda ¢esitli esansiyal yaglar

icerdiginden ilag sektdriinde kullanilan bitkilerden birisidir [56, 57].

Sekil 2.31. Solanum nigrum gigekleri [56].

Solanum nigrum'un bir ¢ok ¢esidi vardir. Bunlar S. americanum, S. opacum, S.
douglasii, S. ptychanthum, S. sarrachoides, S. villosum, S. scabrum ve S. retroflexum
en ¢ok bilinenleridir. Birbirine benzer tiirleri de olmasina ragmen Solanum nigrum‘un

yapraklar1 yi1ldizimsi seklinde olup karakteristik 6zellige ve farkliliga sahiptir.
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Sekil 2.32. Solanum nigrum bitkisinin yapisinda bulunan Solanin molekiilii [58].

Bitkinin meyveleri tiiketildiginde, insanda ciddi sorunlara neden olur. Bitki yapisinda
solanin adinda zehirli bir molekiil ihtiva etmektedir. Bu molekiil domates, patates ve
patlican gibi iriinlerin yapisinda da bulunmaktadir. Bitki yapisinda ihtiva ettigi
solanin molekiillerini boceklere karsi bir ¢esit savunma mekanizmas: olarak
kullanilmaktadir. Solanum nigrum bitkisinde Solanin (Sekil 2.32.) 6zellikle bitkinin
meyvelerinde daha olgun olmadigi zamanlarda (yesil renkte) ¢ok fazla miktarda
bulunmaktadir (Sekil 2.33.). Yanliglikla tiiketilen meyve, insanda ates, terleme, karin

agris1, kusma, ishal ve uyusma gibi semptomlara neden olabilir [56, 58].

Sekil 2.33. Solanum nigrum meyveleri, solda olgunlagmadan ki hali sagda ise olgunlagmg
solanum meyveleri [56].

Bu bitki yunan antik ¢agi ve Cin'de eski caglardan beri ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bitki'nin meyve kismu zehirlidir. Cin'de bitki zehirli
olmasina ragmen yemeklerde aci baharat olarak kullanilmaktadir [57]. Bitkinin
yapisinda bulunan solanin molekiilii uyusukluga neden oldugu icin Onceden
sakinlestirici olarak kullanilmistir. Bugiin ilag sektoriinde Solanum nigrum 6nemli
bir yere sahiptir [56, 58].
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2.3.5. Tanacetum vulgare

Tanacetum vulgare, Tansy olarak bilinmektedir. Tiirkge'de solucan otu olarak bilinir.
Tanacetum vulgare, Asteraceae familyasindandir. Kokii dik ve yaprakli, bitkinin
boyu 50-150 cm'dir. Yapraklart 10-15 cm uzunlugunda, 8 cm genisliginde olup
kenarlar1 testere disli kesiklidir. Cicekler Agustos ve Eylil aymnda olgunlasir.
Cicgekleri soluk sar1 renginde olup diigme seklindedir (Sekil 2.34.). Cigekler genelde
kiimeler seklinde biiyiirler. Bitki kokulu olup, hafif biberiye gibi ve kafura benzer
[59].

Sekil 2.34. Tanacetum vulgare gigekleri [59].

Bitki yapisinda toksik maddeler oldugundan tiiketildiginde ciddi zehirlenmelere
neden olur. Bitki iizerinde baz1 bocekler yasamaktadir. Bunlardan toksinlere karsi
direngli olan Chrysolina graminis adinda bir bocektir, ki buda Tansy bocegi (Sekil
2.35.) olarak bilinir. Tanacetum Vulgare yapisinda g¢esitli toksik maddeler

icerdiginden dolay1, boceklere karsi kullanilmigtir [61].

Sekil 2.35. Tansy bocegi [61].
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Bitki gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir ve 6zellikle ¢ayinin sindirim
sistemindeki bazi solucan ve parazitleri temizledigi bilinmektedir. Yapisinda gesitli
ucucu yaglar, tannik asit (Sekil 2.36.), karbonhidratlar, renklendirici maddeler, ¢esitli

mumsu ve regineli protein yapili maddeler icermektedir [60].
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Sekil 2.36. Tannik asit [60].

Tanacetum vulgare bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin sara hastaliginda
kullaniminda etkili oldugu goriilmiistiir. Cildin bazi1 patlak veren yerlerinde bitkinin
yapraklart kullanildiginda onarict 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir. Tanacetum
vulgare yapisinda bulunan ugucu yaglardan, 1,8-sineol ve trans-tuyon (Sekil 2.37.)

gibi endemik yaglari yapisinda igerir [59, 60].

CHs
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Sekil 2.37. Tanacetum vulgare bitkisinde bulunan 6nemli ugucu yaglarin molekiilleri [60].

Son yillarda yapilan arastirmalarda Tanacetum vulgare bitkisinin yapisinda viriislere
kars1 etkili olan aksillarin ve 3,5-dikafeoilkinik asidi (Sekil 2.38.) antiviral
bilesiklerin varlig: tespit edilmistir [60].
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Sekil 2.38. Tanacetum vulgare bitkisinin yapisinda bulunan antiviral molekiillerin yapisi [60].

—0

2.3.6. Rosmarinus officinalis

Biberiye, Lamiaceae ailesine ait olup bilimsel adi Rosmarinus officinalis'dir ve
genelde Rosemary olarakta bilinmektedir. Bitki ¢ok yillik bir bitkidir. Kosova'nin
Dragas bolgesinde yetisen bir bitkidir. Genelde sicak bdlgelerde yetismektedir.
Kurakliga dayanliklidir. Tropikal bolgelerde de nadirende olsa yetismektedir. Bitki
1.5 metreye kadar biiylimektedir. Bitkinin yapraklar1i igneli olup, 2-4 cm
uzunlugunda ve 2-5 mm genisligindedir. Y1l boyunca yapraklarinit dokmeyen bir
bitkidir. Giizel kokulu bir bitkidir. Cigekleri beyaz, pembe ve mavi renkte olabilir
(Sekil 2.39.). Cigekleri bahar ve yaz aylarinda agmaktadir [63, 64].

Sekil 2.39. Rosmarinus officinalis [65].

Biberiye, rosmarinik asit (Sekil 2.40.), kafeik asit, ursolik asit, kafur, betulinik asit,
karnozik asit ve karnozol gibi fitokimyasal molekiilleri igerir. Antioksidan

ozelliginden dolay1 tibbi amagh ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilir [62].
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Sekil 2.40. Rosmarinik asit molekiilii [62].

Genelde biberiye'den, elde edilen ekstratlar ve ugucu yaglar ile cesitli ilaglar
yapilmaktadir. Biberiye yapisinda % 10-20 arasinda degisen oranlarda esansiyal yag
icermektedir [62].

2.3.7. Cydonia oblonga

Cydonia oblonga, Rosaceae familyasina ait ayva adiyla bilinen bir bitki ¢esididir.
Ayva agaci, 5-7 metre yiiksekliginde ve 4-5 metre kadar genisleyen bir aZagtir.
Meyve 7-12 santimetre uzunlugunda olup, 6-9 cm arasinda geniglige sahiptir (Sekil
2.41)). Meyve olgunlasmadan yesil renktedir, iizeri yogun bir tily tabakasiyla
kaplidir. Sonbahar mevsimine dogru olgunlastiginda sar1 renge dontisiir. Yapraklari

6-11 cm uzunlugundadir. Yapraklarda ince beyaz tiiylii tabaka ile kaplidir [66].

Sekil 2.41. Cydonia oblonga meyvesi [66].

Ayva agacin cicekleri ilkbahar ayinda pembe ile beyaz renkte agmaktadir. Sekil
2.42.'de goruldigi gibi ¢icegin yapraklari 5-6 tanedir.
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Sekil 2.42. Cydonia oblonga ¢igegi [66].

Ayva, tropikal bdlgelerde yetismektedir. Tarihi kaynaklara gore Orta Asya, Iran ve
Tiirkiye gibi yerlerde ilk olarak yetistirilmistir. Bugiin diinyanin birgok yerinde
yayillmistir. Ayva agaci, asidik topraklarda yetisebilen ve kurakliga dayanikli bir
agag tipidir. Hem golgede hem de giineste yetisir. Meyvelerin daha olgun olabilmesi
icin agacin gilinese ihtiyaci vardir. Yapisinda ¢ok fazla oranda organik asitleri
icermesinden dolayr mayhos ya da eksi bir tada sahiptir. Genellikle C vitamini (L-
askorbik asit) acisindan zengin olup bunun yaninda malik asit, fumarik asit, L-

sikimik asit ve kunik asit gibi organik asitleride icermektedir (Sekil 2.43.) [67].
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Sekil 2.43. Cydonia oblonga’da bulunan 6nemli bazi molekiiller [67].

Ayva tohumlari, yapisinda yaygin olarak nitril tiirevlerini icerir. Nitriller hidroliz
olduklarinda &zellikle asidik ortamda hidrojen siyaniir asidin agiga ¢ikmasmdan
dolay1 tohumlarin tiiketilmesi ciddi zehirlenmelere neden olur. Ayva yapragi,

meyvesi ve tohumunda onemli fitokimyasal bilesikleri, organik asitleri igeren bir



46

bitki kaynagi oldugundan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlarin
basinda gelen antibakteriyel, antifungal, hipolipidemik, antioksidan, antihemolitik,
antidierhal (ishala karsi), antialerjik, antiinflamatuvar ve antidiabetik o6zellikleri

oldugu deneysel olarak gosterilmistir [66, 67].

2.3.8. Momordica charantia l.

Kudret Nari, cucurbitaceae familyasina ait ve Latince adi Momordica charantia |.
olarak bilinmektedir. Bitki boyu yaklagik 6 metreye kadar uzanabilen gdovdesi ile
bitki bir yilliktir. Yapraklari 4-12 cm sapli olup, el gibi parcalidir. Meyveleri 8 ile 12
cm' ye kadar biiyiir. Cigekler Haziran ve Temmuz ayinda baslar. Meyve ise Eyliil ile
Ekim aymda olgunlasir. Bitki meyvesi ilk asamada yesil olup (Sekil 2.44.)
olgunlagmaya basladiginda sar1 renge daha sonralar1 portakal rengine doniisiir (Sekil
2.45.) [68].

Sekil 2.44. Olgunlagmamig bir Momordica charantia 1.[69].

Ancak iizerinde belirgin 6zellikte kirmizi marjinal noktalara sahiptir. Bitki meyvesi
olgunlastiginda artik meyve ayrilmaya baglar. Meyve i¢inde fasulye biiyiikliigiinde
kirmizi pulpa ile ortiilii sarkik tohumlart vardir. Tohumlarin sayilart genelde yirmi ile

otuz arasinda degisir [68].
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Sekil 2.45. Olgun Momordica charantia 1.[69].

Diinyanin bir¢ok yerinde yetismektedir. Ozellikle tropikal iklimin hakim oldugu
bolgelerde daha fazla yetistirilmektedir. Halk arasinda kudret nari ile gesitli ilaglar
hazirlanip ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bugiin bilim diinyasi
kudret nari ile ilgili birgok ¢alisma yapmis ve bunun insan sagligi acisindan 6nemli
bir bitki oldugu ve ozellikle ¢esitli hastaliklara iyi geldigini bilimsel olarak
ispatlamigtir [68]. Kudret nari'nin ¢esitli biyokimyasal siiregleri etkiledigini adenil
siklaz inhibisyonu, antihelmintik akitive 06zelligi, antikarsinogenik etkisi,
antikalstogenik aktivitesi, antikonvulsant aktivitesi, DNA sentez inhibisyonu, fruktoz
difosfataz inhibisyonu gibi etkilerin oldugu goriilmiistir. Kudret narinin iilser
hastaliginda, egzama ve sedef hastalifinda, yara ve iltihaplar {izerinde etkili olup
kabizliga 1yi gelir, hiicrelerin yenilenmesini saglar, yanik ve yara tedavisinde

kullanilarak, karacigeri 6nemli 6l¢iide destekledigi belirlenmistir [69].

Kudret nar1 suda ¢oziinen (C ve B vitaminleri) ve yagda ¢oziinen vitaminlerin (A, E
ve K) cogunu icermektedir. Onun disinda kalsiyum, demir, magnezyum, mangan,
fosfor, potasyum, ¢inko gibi mineralleri icermektedir. Yag, protein ve karbonhidrat

bakimindan da zengin bir bitki tiiriidiir [69].
2.3.9. Punica granatum
Punica granatum, Punicaceae ailesine ait, 3 metre yiikseklige kadar biiyiiyen ¢ok

uzun yillar yasayan agactir. Bazi1 kaynaklara gore 150 yil kadar yasadig

bilinmektedir. Agacin govdesi kalin ve saglamdir. Dikenli dallara sahiptir.
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Yapraklar parlak renkli olup, karsiliklidir. Nar agacin yapraklari ince-uzun sekilli,
saplar1 kisa ve kenarlart kirmizi renktedir. Yapraklar1 1-9 cm uzun 0.5-2.5 cm
genisligindedir. Cigekleri parlak kirmizi renktedir (Sekil 2.46.). Haziran ve Temmuz

aylarinda agan ¢igekleri, gosterisli olup 3 cm ¢apindadir [70].

Sekil 2.46. Punica granatum ¢icegi ve gelismekte olan meyvesi [71].

Cicekleri sapsiz, etli ve dokiilmeyen tiirdendir. Sekil 2.46.'da goriildiigii gibi bir
cicekte 3 ile 7 adet yaprak bulunmaktadir. Meyveleri kiire seklinde ve portakal
biyiikligindedir. Sekil 2.47.'de gorildigii gibi meyvelerin iginde kiiglik
cekirdeklerin oldugu ve meyve govdesini olusturan bircok tanecikten olugmaktadir.
Meyve hafif eksi ve bazende tatlidir. Nar meyvesinde 600'e¢ yakin tohum
bulunmaktadir (Sekil 2.48.). Diinyanin bir¢ok yerinde yetismektedir. Agag¢ -12°C

soguga ve kurakliga dayaniklidir.

Sekil 2.47. Punica granatum taneleri [71].
Nar i¢inde diger meyve ve bitkilerde oldugu gibi ¢cok miktarda organik madde
igerimesinin yaninda, C vitamini agisindan ¢ok zengin bir meyvedir. Diger suda

¢Oziinen vitaminlerde vardir. Yagda ¢oziinen vitaminlerin D vitamini hari¢ hepsi

mevcuttur. Mineral agisindan da zengindir. Protein, karbonhidrat ve yag bakimindan
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da zengin bir meyve lriiniidiir. Onun disinda ellagik asidinden elde edilen tannin
tirevi olan ellagitannin'ler vardir. Bitkinin kirmizi rengi antosiyanin tiirevi olan,

delfinidin, siyanidin ve pelargonidin glikozid molekiillerinden ileri gelmektedir.

Sekil 2.48. Olgun Punica granatum meyvesi [71].

Nar, eskiden beri 6zellikle uzak dogu iilkelerinde ve Iran'da bitkisel kaynakl ilag
olarak kullanilmig ve bugiin halen kullanilmaktadir. Gliniimiiz diinyasinda alternatif

tip yontemlerinden birini olusturmaktadir [70].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Materyal ve Kimyasallar

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Yapilan calismalar boyunca kullanilan cihazlar Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Paulownia Tomentosa PPO enzimi ile yapilan ¢aligmalar boyunca kullanilan cihazlar

Cihaz adx Model Firma
UV-Vis Spektrofotometre UV-2600 UV-VIS Shimatzu
Sogutmali santrifiij NF 800 R Niive
Santrifiij NF 200 Niive
Manyetik Karistirict 4000 i IKA KS
Sogutucu kabin Ozel yapim Ozel yapm
pH metre PHS-3BW BANTE
Protein elektroforezi Owl P8DS Thermo Scientific
Su banyosu Nb20 niive
Hassas terazi AS 220/C/2 RADWAG
Otomatik pipetler TransferpetteR S Brand
Derin dondurucu UDD 100BK Ugur
Vorteks QL-861 Vortez Shaker

3.1.2. Kullamilan kimyasallar

Calismalar sirasinda triton-x 100, L-askorbik asit polivinil, pirolidon (PVP) ve
dipotasyum hidrojen fosfat ile potasyum dihidrojenfosfat ile hazirlanan tampon
¢ozeltileri enzim ektraksiyon islemleri sirasinda kullanilmistir. Sodyum sitrat, sitrik

asit monohidrat, potasyum dihidrojenfosfat, dipotasyum hidrojen fosfat, trizma-base
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ve trisaminometan hidroklorid ile tampon ¢ozeltileri hazirlanmigtir. 4-metil katekol,
L-dopa, pirokatekol, pirogallol, gallik asit, guaikaol, L-tirozin ve o-dianisidin
substratlar1 kinetik ¢alismalarinda kullanilmistir. Daha sonra inhibitor ¢alismalari

i¢in askorbik asit, tioiire, sodyum azid (NaN3) ve L-sistein maddeleri kullanildi.

3.2. PPO Enziminin izolasyonu

3.2.1. Ham enzim oziitiiniin hazirlanmasi

Onceden dondurucuda depolamis oldugumuz Paulownia tomentosa bitkisinin
meyvesi dogranarak 5 grami alinip, %4 triton X-100, %0,5 polivinil pirolidon (0,15
gr), ve 5 mM askorbik asit iceren 30 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile blender
kullanilarak 10 dakika siiresince muamele edilmistir. Daha sonra homojenat
stiziilmiis ve 5000 rpm’de 20 dk boyunca santrifiijlenmistir. Ekstraksiyon tiiplerinde
cokelti olugmayana kadar santrifiijleme yapilmistir. Santrifiij sonucunda ele gegen

stipernatant, ham enzim 6zitii olarak kullanilmistir [72].

3.2.2. Uclii faz saflastirma metodu

Uclii faz saflastirma (UFS) yonteminde proteinlerin hazirlanmis sulu ¢ozeltilerine tuz
olarak amonyum siilfat ve organik ¢dziicii olarak tert-butanol kullanilir. Dolayisiyla
protein ¢ozeltisi li¢ faza ayrilmaktadir. tert-Butanol st fazda, alt fazda tuz ¢ozeltisi
ve protein ¢okeltisini igeren ara fazdan olusur. Saflastirilmis protein fazi {istteki
organik ¢6ziicii fazi ile alttaki tuzlu fazin arasindaki ¢oziinmeyen fazda goriiniir [73].
Daha 6nce yukaridaki gibi hazirlanan ham enzim ekstraktindan 2 mL alinip degisik
konsantrasyonlarda amonyum siilfat doygunluklarma (%210, %20, %30, %40, %50,
%60, %70, %80 ve %90) getirilmis ve degisik oranlarda enzim/tert-butanol oranlari
(1,0:1,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, ve 1,5:2,0) olacak bigimde tert-butanol ilave edilmistir.
Elde edilen karisim 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Bekletilen karisim
10 dakika boyunca 4000 rpm'de santrifiijlenerek faz ayrimi yapilmustir. Ust
kisimdaki organik faz pipet yardimiyla uzaklastiridiktan sonra, orta ve alt faz ise

enzim aktivite ve protein miktar tayini i¢in kullanilmistir.
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3.2.3. Bradford yontemi ile protein miktarinin tayini

Ham enzim 6ziitiin protein tayini, Bradford yontemine gére yapilmistir. Oncelikle bir
standart protein grafigi hazirlanmistir. Bunun i¢in 1 mg/ml’lik BSA (sigir serum
albiimini) stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 20 pl, 40 pl, 60 pl, 80 ul, 100
ul alinip, hacim Bradford reaktifi ile 1 ml’ye tamamlanarak standart protein
coOzeltileri hazirlanmistir. 595 nm’de absorbans Ol¢ililmiistiir. Standart protein grafigi
elde edilen sonuglara gore cizilmistir. Orneklerin 595 nm’de absorbansi dlgiilerek

standart protein grafigi ile protein miktari tayin edilmistir [72, 74].

drnegin absorbans:

Absorbans
nuoAsenuRSUOY UIgauI()

v

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.1. Bradford yonteminde kullanilan standart grafigi [65].

3.2.4. SDS jel elektroforezi

Yapilan c¢aligmada %10’luk Resolving (ayirma) jeli ve %5’lik yilikleme jeli
kullanilmistir. %10’luk Resolving jeli bilesenleri sirasiyla temiz bir beherde
karnigtiritlip temizlenen cam plakalar arasina 6nce Resolving jeli dokiilmiistiir.
Resolving jeli 50 mL'lik beher i¢inde hazirlanir. Karigim Bio-Rad protokoliine gére

hazirlanmistir. Bio-Rad protokoliine gore miktarlar Tablo 3.2.'de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Ayirma jeli i¢in kullanilan miktarlar

Bilesen/Karisim Miktar
Resolving A 3mL
Resolving B 3mL
%10 APS 30ml
TEMED 3ul

%10'luk Resolving Jeli Hazirlanisi: 50 ml'lik behere Tablo 3.2.'deki karisim eklenir,
TEMED eklendiginde zaman kaybetmeden hazirlanan karistm hemen cam plakalara
eklenmistir. Hazirlanan jel karisimi, 1 ml'lik otomatik pipetler yardimiyla yukaridan
2 cm aralik birakacak sekilde plakalar arasinda bosaltilmistir. Ayirma jelin istiine
polimerlesme olmadan Once jelin diizgiin olmasi i¢in propanol veya suyla
doyurulmus butanol ilave edilir. Jel 15 -20 dk siiresince oda sicakliginda
polimerizasyon i¢in bekletilir. Jel polimerlestikten sonra iizerindeki propanol (ya da
su ile doyurulmus butanol) ince filtre kagidi ile absorbe edilerek ortamdan

uzaklagtirtlir [75].

Ikinci adimda yiiriitme (stacking) jeli hazirlanir. Stacking jelin hazirlanis1 Bio-Rad

protokoliine gore yapilmistir. Yiiriitme jelinin hazirlanig1 Tablo 3.3.'de verilmistir.

Tablo 3.3. Yiriitme jeli i¢in kullanilan miktarlar

Bilesen/Karisim Miktar
Stocker jel A 1ml
Stocker jel B 1ml
%10 APS 10 ml
TEMED 2 ul

%10'Tuk Stacking Jeli hazirlanisi: Bu karisimda kiiciik bir beher i¢inde hazirlanir ve
Resloving jeli tizerine dokiilmistiir. Jelin tizerine kuyucuklar olusturmak tizere 12
adet dis igeren bir tarak konulmustur. Tarak konulduktan sonra jelin polimerlesmesi
igin 15-20 dk bekletilmistir. Daha onceden hazirlanmis ham 6ziit (PPO enzimini
iceren) Ornekleri 4x'lik bir yiikleme tamponu karistirilir. Yiikleme tamponun

hazirlanis1 Tablo 3.4.'de verilmistir [75].
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Tablo 3.4. Yiikleme tamponu i¢in kullanilan miktarlar

Bilesen Miktar
0,5 M Tris Base pH=6,8 1,25 ml
Destile Su 4 ml
%10 SDS 1,6 mi
Gliserol 2,5ml
BFB (bromofenol blue) 0,2 ml

Yiikleme Tamponunun Hazirlanisi: Tablo 3.4.'deki miktarlar kullanilmistir. Enzim
¢ozeltisi yiikkleme tamponu ile karistirilir. Enzim 6rnekleri denatiire olmasi i¢in 14 dk
95°C'da 1sitilarak hazirlanir. Enzim 6rnekleri 1sitildiktan sonra hemen buzun {izerine
alinir (enzim ornekleri +4°C'de uzun siire bekletilebilir). Polimerlesmis jeller, cam
tabakalar ile birlikte tanka yerlestirilir ve tank yiirlitme tamponu ile doldurulur.

Yiriitme tamponu hazirlanis1 asagida Tablo 3.5.'de verilmistir [75].

Tablo 3.5. Yiiriitme tamponu i¢in kullanilan miktarlar

Bilesen Miktar
Tris-Base 9gr
Glisin 48,3 gr
SDS 3gr

Yiritme Tamponunun Hazirlanisi: Tablo 3.5.'deki verilen miktarlar, 1 litre suyun
icinde ¢dziiliir, tankin i¢ine eklenir. Hazirlanan enzim 6rnekleri yiiriitme tankindaki
jelin i¢inde tarak ile olusturulan havuzlara yiiklenerek Jel 20-25 mA'de
yiirlitilmistiir. Elektrik akimi kesildikten sonra, jel sistemden dikkatlice ¢ikarilir.
Jelin lizerindeki enzimleri yada protein molekiillerini daha iyi gorebilmek igin jelin
boyamasi yapilmistir. Boyanma yapilmadan oOnce, protein molekiillerin jelde
sabitlenmesi i¢in fiksatif ¢ozelti iginde 30 dk kadar bekletilmistir. Fiksatif ¢ozeltisi
%40 metanol, %10 asetik asit ve %50 sudan olusmaktadir. Fiksasyon islemi
tamamlandiktan sonra, jel saf su ile yikanir ve jeldeki enzim orneklerini gorebilmek
icin boyama yapilmigtir. Boyama isleminde en ¢ok kullanilan metotlardan biri,
Coomassie Brillant Blue (CBB) boyama metodudur. Boyama c¢ozeltisi 125 ml
metanol iginde 0,25 gr Coomassie Brillant Blue R250 ¢oziiliip 25 ml asetik asit ve

100 ml destile su eklenerek hazirlanmigtir. Boyama islemi yaklasik 4 saat
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stirmektedir. Bu islem tamamlandiktan sonra, jelin tamami boyandig1 i¢in protein
molekiillerinin olmadig1 yerlerden boyanin uzaklastirilmast gereklidir. Bunun igin
boya giderme ¢6zeltisi kullanilmistir. Boya giderme ¢6zeltisi, 250 ml etanol, 100 ml
asetik asit ve 650 ml destile su ile 1 litreye tamamlanarak hazirlanmistir. Bu islem
boya jelden tamamen uzaklasana kadar, boya giderme ¢ozeltisi birkag saatte bir

stirekli degistirilerek devam ettirilmistir [75].

3.2.5. Native-poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safligin tespiti

Native-PAGE metodun asil amaci enzimin substrat ile olan reaksiyonunu
gorebilmektir. Jel'in belirli boélgesinde tutunan enzim proteini (genellikle SDS-
Page'deki jelde enzim nerede ¢iktiysa Native-Page'de de ayni yerde ¢ikmaktadir)
substrat ile reaksiyona girdiginde, enzim proteini kararma jel kendini gosterir.
Native-PAGE protokolii SDS-PAGE prokolii ile aynidir. Native-PAGE'de higbir
sekilde SDS kullanilmayacak ve enzimlerin denatiirasyonu yapilmaz. Jel %10'Tuk
hazilranmistir.  Kullanilan  substrat  pirokatekol'dur.  Pirokatekol 5 mM
konsatrasyonunda kullanilmigtir. SDS-PAGE yapildiginda Bio-Rad protokoliine gore
yapilmistir. Ancak Native-PAGE'deki jelin hazirlanmasi igin gerekli miktarlar Tablo
3.6.'da verilmistir. Yukarida da belirtildigi gibi SDS-sodyum dodesil sulfat herhangi
bir sekilde kullanilmayacaktir [76]. Aksi takdirde enzimi denatiire eder. Bu durumda

beklenen reaksiyon ger¢eklesmez.

Tablo 3.6. NATIVE PAGE i¢in kullanilan miktarlar

Bilesen/Karisim Miktar
Destile Su 3,2ml
Acrylamide %30 2,67 mi
1,5 M Tris pH=8,8 2 ml
%10 APS 80 ul

TEMED 8 pul
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3.3. PPO Enziminin Karakterizasyonu

Kinetik calismalarinda substrat spesifikligi, optimum sicaklik ve pH tayini, ¢esitli
kimyasal maddelerin enzim iizerine olan etkisi ve depolanma kararliligi gibi

calismalar gergeklestirilmistir.

3.3.1. PPO aktivite tayini

PPO enziminin aktivitesi i¢in 420 nm’de 1 dk siire ile absorbanstaki artis Glgiilerek
tespit edilmistir. Bu oOlglim, pH=7,0 fosfat tamponu, 4-metil katekol substrat
cozeltisinde ve ham enzim oziitii karistirilarak oda sicakliginda yapilmistir [74].
Spektroskopik ¢alismalarda absorbansdaki artiglari gormek i¢in 3 mL'lik kiivetler
kullanilmistir. Kullanilan bu kiivetler her reaksiyon i¢in toplam hacim 3 mL olarak
sabit tutulmustur. Absorbans degerleri grafige gegirilerek zamana karsi olarak ilk hiz
degerleri hesaplanmistir. Diger substratlar i¢in de uygun pH degerlerinde ayni

islemler yapilmistir. Her aktivite tayininde 6l¢iimler 3 kez tekrarlanmistir.

3.3.2. Substrat spesifikligi

Enzimin hangi substratlar1 doniislime ugratabildigi ve hangisine karsi afinitesinin
daha yiiksek oldugunun tayin edilmesi amaciyla substrat spesifikligi caligmasi
yapilmistir. Enziminin 8 farkli substrata karsi aktivitesi belirlenmistir. Bu amagla 4-
metil katekol, pirokatekol, pirogallol, L-dopa, guaiakol, L-tirozin, o-dianisidin ve
gallik asit substrat olarak kullanilmigtir. Her substrat i¢in Km degeri hesaplanmis ve
kullanilan substratlar kiyaslanmistir. Yapilan g¢alisma sonucunda enzim 4-metil
katekol, pirokatekol, pirogallol ve L-dopa substratlarina karsi aktivite gosterirken
gallik asit, L-tirozin, o-dianisidin ve guaiakol substratlarina karsi enzim aktivitesi

belirlenememistir [74].
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3.3.3. pH etkisi

3,0 ile 9,0 arasinda degisen pH'larda daha 6nceden hazirlanmis tampon ¢ozeltiler
PPO enzimi aktivitesine pH etkisinin incelenmesi i¢in kullanildi. Aynmi sekilde pH
3,0-6,0 araliginda 0,1 M sitrat tamponu, pH 6,0-8,0 araliginda 0,1 M fosfat tamponu
ve pH 8,0-9,0 araliginda 0,1 M tris tamponu hazirlanarak PPO enzimi aktivitesine pH
etkisinin incelenmesi i¢in kullanilmistir. Enzimin aktivite gosterdigi tiim substratlar
(4-metil katekol, katekol, pirogallol, L-dopa) i¢in optimum pH ¢alismasi yapilmustir.
Enzim aktivite 6l¢iimleri daha 6nce Bolim 3.3.1.°de belirtildigi gibi yapilmustir.
Spektrofotometrik metot ile 60 sn boyunca 420 nm’de absorbans artislari izlenmesi

enzim aktivite tayinleri i¢in gergeklestirilmistir [74].

3.3.4. Sicakhigin etkisi

PPO enziminin en uygun sicaklik araligin1 yada tam olarak hangi sicaklikta ytliksek
aktivite gosterdigini belirlemek amaciyla 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70°C’lerde enzim
aktivitesine 60 sn boyunca 420 nm’de absorbanstaki artisi izlenmistir. Yiiksek
sicakliklar (60 ve 70°C) i¢in sicak su banyosu ve dusiik sicakliklar (5, 10 ve 20°C)
icin ise buz banyosu kullanilmistir. Enzimin aktivite gosterdigi tiim substratlar (4-
metil katekol, katekol, pirogallol, L-dopa) igin optimum sicaklik ¢aligmasi

yapilmistir. Her bir substrat 10 mM konsantrasyonunda kullanilmigtir [72].

3.3.5. Enzim Kinetigi

Kinetik ¢alismalarda 0,05 mM ile 15 mM arasinda degisen substrat cozeltileri
kullanilmistir. Bu degisik substrat ¢ozeltileri enzimin maksimum hizinin (Vimaks) Ve
Michaelis-Menten degerlerinin (Km) tespit edilmesi i¢in kullanilmistir. Calismalar
spektrofotometrik olarak 420 nm'de 60 saniye boyunca enzim aktivitesi izlenmistir.
Olgiimler alindiktan sonra absorbans-zaman grafiginden yararlanarak ilk hizlar
hesaplanmistir. Spektrofotometrik galisamalar sonucunda elde edilen ilk hiz degerleri

Michaelis-Menten ([S]’a kars1 V) ve Lineweaver-Burk grafiginde (1/[S]’ye karsi
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1/V) gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra Km Ve Vmaks Sabitleri elde edilmistir.
Substrat olarak 4-metil katekol kullanilmistir [74].

3.3.6. Enzim aktivitesi tizerine madde etkisi

PPO enzim aktivitesi iizerine madde etkisinin incelenmesi c¢alismasinda, bilinen

inhibitorlerin etkisi ve ¢esitli metallerin etkisi arastirilmistir.

3.3.6.1. Bilinen inhibitorlerin etkisi

Yapilan ¢alismada PPO nun bilinen inhibitorlerinden askorbik asit, tiyotire, L-sistein
ve sodyum azid inhibitdrlerinin etkileri incelenmistir. Her bir inhibitoér i¢cin Icso
degerleri hesaplanmistir. Bu inhibitorlerin farkli konsantrasyonlari kullanilarak
gerceklestirilen tayinler sonucunda hesaplanan aktivite degerleriyle Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmis ve elde edilen grafiklerden
inhibisyon tipi belirlenmistir [74, 72]. Her inhibit6r i¢in K; degeri hesaplanmistir.
Yapilan caligmalarda kullanilan inhibitorlerin yapmis oldugu inhibisyon etkilerini
tespit etmek amaciyla once her bir inhibitdr i¢in Icso degeri hesaplanmistir. Icso
degeri enzim aktivitesini yariya indiren inhibitér konsantrasyonudur. Bu degeri
hesaplamak ic¢in substrat konsantrasyonu 5 mM’da sabit tutularak birka¢ farkli
inhibitor konsantrasyonunda aktivite dl¢limii yapilmistir. Sonra ¢alismada kullanilan
inhibitorlerin tiimii icin [I]'e kars1 % Bagil Aktivite grafikleri ¢izilmistir. Bu grafigin
denkleminden Icso degeri hesaplanmistir. Calismada tiim inhibitorler ig¢in 4-metil
katekol ve pirogallol olmak tizere 2 farkli substrat kullanilmistir. Aktivite tayinleri bu
substratlar  esliginde  gerceklestirilmistir. Daha sonra inhibitéor madde
kullanilmaksizin, degisen substrat varliginda enzim aktivitesi Olgiilerek Michaelis-
Menten egrisi elde edilmistir ve ayn1 e8ri bu kez reaksiyon ortamina sabit
konsantrasyonda inhibitor eklenerek tekrarlanmistir. Bu tekrarlar her defasinda farkli
inhibitér konsantrasyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan inhibitor
miktarlariin se¢imi icin Icsp grafiginden yararlanilmistir. Elde edilen veriler

dogrultusunda 1/[S]’ye karsilik 1/V grafikleri ¢izilmistir. Bu grafikler yardimiyla
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inhibisyon tiiri ve K; degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan Ki degerlerinin

ortalamalar1 alinarak da her bir inhibitor i¢in ortalama K degerleri bulunmustur.

3.3.6.2. Metallerin etkisi

Paulownia tomentosa meyvesinden elde edilen PPO enzim aktifligi {izerine
metallerin etkisini 6lgmek ve incelemek i¢in farkli konsantrasyonlarda metal
coOzeltileri hazirlanmistir. Caligmalar standart kosullarda yapilmistir. Metallerin tercih
edilen konsantrasyonu 0,5 mM, 1 mM ve 5 mM'dir [74]. Enzim ¢6zeltisi pH 7,0
fosfat tamponunda metallerle 30 dk boyunca 4°C’de bekletilmistir. Reaksiyon
ortamina sabit konsatrasyonda olan 4-metil katekol reaksiyon baslatilmistir.
Calismada metal olarak, Cu*?, Fe*3, Zn*?, Ba*?, Mn*2, Mg*?, Ca*?, Pb*?, Al*3, Sn*?,
Ni*?2, K*, Na* kullanilmistir. Kontrol olarak ayni sartlarda metalsiz ortamda

reaksiyonlar yapilarak sonuglar karsilagtirtlmistir.

3.3.7. Enzimin depolanma kararhhg:

PPO enziminin depolanma kararlilig1 ¢calismasi -20°C, 4°C ve oda sicakligi (ortalama
25°C) olmak tizere 3 farkli sicaklik degerinde gerceklestirilmistir. Enzimin oda
sicakliginda depolanma kararliligini  bulabilmek amaciyla oda sicakliginda
aktivitesindeki azalma saat basi 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degisimi
Olctilerek kaydedilmistir. Burada substrat olarak 5 mM 4-metil katekol kullanilmistir.
Enzimin -20°C’de depolanmasindaki kararliligi gérmek amaciyla enzim -20°C’de
saklanarak haftada bir 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degeri Olgiilerek
kaydedilmistir. Yine substrat olarak 5 mM 4-metil katekol kullanilmistir. 4°C’deki
kararliligin Ol¢lilmesi amaciyla ise aymi sekilde aktivite Ol¢lilmiistiir fakat 6l¢iim

sikligi 4-5 saatte bir olarak ayarlanmustir [72, 74].

3.4. PPO Enzimi iizerinde etkilerin incelenmesi i¢in kullanilan bitkiler

Kosova Sar Daglar1 bolgesinde toplanan bitkiler igin ekstraksiyon islemleri her

bitkiye farkli uygulandi [77]. Bitkilerin ¢gogunun ekstraksiyonu Soxhlet aparatinda
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yapilmustir. Soxhlet ekstraksiyonu 6zel bir ekstraksiyon sistemidir (Sekil 3.2.).
Soxhlet aparati, en eski ekstraksiyon sistemlerinden biri olmasina ragmen hala
kullanimi1 genistir. Soxhlet aparati, bir ¢oziicii sisesi, orta kisimda bir sivi akis borusu
(sifon), iist kisimda geri sogutucu ve c¢oziicii sisesinin altinda bulunan 1sitici
sisteminden meydana gelmistir. Numune (genelde kat1 yada yar1 kati), orta kismin
icindeki ektraksiyon bolmesinin igine yerlestirilir. Coziicli (organik olmali) bunun
altindaki ¢6ziicii sisesinin i¢ine konur. Coziicii kaynama sicakliginin tizerinde 1sitilir
ve kaynayan ¢oziicliden gelen buharlar yogunlasmanin oldugu sogutucuya hareket
eder; yogunlagir, numuneye dogru damlar. Coziicli numuneyi islatir ve daha sonra
¢Oziicli seviyesi sifonun tepesine ulasir ulasmaz, ¢oziicii tim numune bolmesini
bosaltarak, ¢oziicii sisesine geri damlamaya baglar. Bu islem 6 ya da 12 saat i¢inde
iki ya da ii¢ defa yapilmasi uygundur. Ekstrakte olan numuneler ¢oziicli sisesinin
icinde kalirken, yalnizca temiz ¢oziicii buharlastigindan, her dolasimda taze ¢oziicii
kullanilir. Soxhlet aparatinda genellikle saf organik c¢oziicliler yada bunlarin
karisimlar1 kullanilmaktadir [78]. PPO enzimi iizerinde inhibitor etkisi incelenen

bitkiler Tablo 3.7.'de gosterilmistir.

Su
sogutmast

Bolme

Qoziicil

Sekil 3.2. Soxhlet ekstraktor cihazi [78].



61

Tablo 3.7. Calismada kullanilan bitkilerin kisimlari

No Bitkinin Latince Ad1 Bitkinin Tiirkge Ad1 Kullanilan kismi1
1 Cydonia oblogna Ayva Yaprak
2 Punica granatum Nar Kabugu
3 Datura stramonium Seytan Elmast ya da Yaprak
4 Datura stramonium Boru Cigegi Tohum
5 Rosmarinus officinalis Biberiye Yaprak
6 Solanum nigrum . . Meyve
7 Solanum nigrum Kopek Uzimi Yaprak
8 Verbascum thapsus Sigirkuyrugu Otu Cigcek

9 Tanacetum vulgare Solucan Otu Cigek
10 Momordica charantia Kudret Nart Meyve

Toplanan bitkiler oncelikle yikanip, distile sudan gecirilmistir ve 12 saat boyunca 45
-50°C araliginda kurutulmustur. Kurutulan bitki 6rneklerinin yaprak, tohum ve ¢igek

kismindan alinip ekstraksiyon iglemi i¢in kullanilmistir.

Kurutulan ayva yapraklarin ekstraksiyon islemi i¢in, ayva yapraklari suda 10 dk
boyunca kaynatilmistir. Kaynama iglemi bittikten sonra karisim sogumaya birakilip
karisim stiziilerek ve santrifiijde 5000 rpm'de 10 dk boyunca santrifiijlenmistir.
Santrifiijden sonra siiziintii dnceden darasi alinan bir balona konulmustur. Balon
rotari evaporatérde 50°C'de diisiik basing altinda su karisimdan uzaklastirilmistir
[79]. Elde edilen 6ziit miktarlar1 tartilarak su ile belli konsantrasyonlarda stok
cozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler polifenol oksidaz enziminin inhibisyon

islemlerinde kullanilmak tizere saklanmaistir.

Kurutulan nar kabuklar1 ve biberiye yapraklari igin ekstraksiyon islemi %20'lik
metandl ile yapilmistir. Numuneler erlenmayerde 1:10 oraninda %20 metandl ile
katistirllarak ve 12 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi.
Karigim siiziiliip 5000 rpm'de 10 dk boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra
stiziintii 6nceden darasi alinan bir balona aktarilmistir. Balon rotari evaporatdrde
50°C'de diisiik basing altinda %20 metanol karisimi uzaklastirilmistir [80, 81]. Elde
edilen 6ziit miktarlar1 tartilarak belli konsantrasyonlarda stok ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu ¢ozeltiler polifenol oksidaz enziminin inhibisyon islemlerinde kullanilmak tizere

saklanmustir.
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Diger bitki ornekleri icin ekstraksiyon iglemi Soxhlet aparatinda yapilmistir. Bitki
orneklerinden belirli miktarlarda alinip soxhletin orta kismindaki kartusun igine
konulmustur. Kartug sisteme yerlestirildikten sonra ¢oziicli olarak saf metanol
kullanilmistir. Karigim 8 ile 12 saat aralifinda degisen araliklarla ekstraksiyon islemi
yapilmustir. Sicaklik ¢6ziicliniin kaynama noktasina yakin sicaklikta yapilmistir.
Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra, karisim sogutulur ve siiziintii 6nceden
daras1 alinmis balona konulur ve balon evaporatorde diisiik basing altinda ¢oziiciiniin
uzaklagtirilmasi saglanmistir [82]. Elde edilen 6ziitlerden belirli konsantrasyonlarda

¢ozeltiler hazirlanir. Inhibisyon islemlerinde kullanilmak iizere saklanmustir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Uclii Faz Saflastirma yonteminin sonuclari

Yapilan ¢aligmalar sonucunda Paulownia tomentosa meyvesinden elde edilen enzim
oziitiinii tek adimda saflastirmak ic¢in Ucglii Faz Saflastirma (UFS) yontemi
kullanilmigtir. Faz sistemini ayarlamak i¢in farkli oranlarda enzim/tert-butanol
(1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,5:2,0) ve farkli amonyum siilfat derisimleri (%10, %20, %30,
%40, %50, %60, %70, %80 ve %90) kullanilmistir. Spektrofotometrik ¢aligmalarda
enzimin yliksek aktivite gosterdigi faz, ara faz oldugu tespit edilmistir. En uygun
amonyum siilfat derisimi alt faz i¢in %10, ara faz i¢in ise %80 oraninda enzim
yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. tert-Butanol oranin ayarlanmasi sirasinda
en yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi oran 1,0:2,0 oldugu tespit edilmstir. Alt fazda
elde edilen enzimin optimum pH grafigi Sekil 4.1.'de gosterilmistir. UFS metoduna
gore saflastirilan enzimin alt fazdaki aktivitesi ham enzim Oziitiindeki aktivitesi ile
kiyaslanmast Sekil 4.2.'de gosterilmistir. Sekil 4.2.'de alt fazdaki enzim bagil
aktivitesinin ilk adimda elde edilen enzim oOziitiin bagil aktivitesinden ¢ok daha

diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1. UFS alt faz enzim &ziitiin optimum pH grafigi
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Sekil 4.2. UFS alt faz enzim 6ziitiin ham enzim 6ziit ile karsilastirmali optimum pH grafigi

Ara fazdaki enzimin, optimum pH grafigi Sekil 4.3.'de bagil aktivitesinin yiiksek
oldugunu géstermistir. Ham enzim oziitiindeki enzimin bagil aktivitesi 100 olarak

kabul edilmistir. Sekil 4.4.'de pH 7,0'de ara faz'in bagil aktivitesi %124,4 olarak

belirlenmistir.



65

140 ~

120 -

=y

00 -

60 -

% Bagil Aktivite

40 -

pH
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Sekil 4.4.UFS ara faz enzim 6ziitiin ham enzim 6ziitii ile karsilastirmali optimum pH grafigi

Ham enzim o6ziitiindeki enzimin bagil aktivitesi 100 olarak kabul edilmistir. Sekil
4.4'de pH 7,0'de ara fazin bagil aktivitesi %124,4 oraninda ¢ikmustir. Alt fazda ise
enzim aktivitesi ise ham enzim o6ziitiindeki enzim aktivitesinden ¢ok daha diisiik
cikmistir. Sekil 4.5.'te alt faz i¢in en uygun amonyum siilfat derisiminin %10, Sekil
46.da ara faz i¢in en uygun amonyum siilfat derisiminin ise %80 oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.'da hem alt faz hem ara faz i¢in tert-butanol

oranin 1,0:2,0 oldugu tespit edilmstir.
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Sekil 4.5. UFS alt fazin tert-butanol oran sonuglari
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Sekil 4.6. UFS Ara fazm tert-butanol oran sonuglari
4.2. Bradford Yontemiyle Toplam Protein Tayini

Bradford Protein miktar1 tayin metodunda yapilan standart 6l¢timler sonucunda elde

edilen sonug, 100 mikrolitre ham ekstraktta 0,097 mg/ml oldugu tespit edilmistir.

4.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Molekiil Agirh@inin Tespiti
ve Saflig1

SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile enzimin molekiil agirligini tespit etmek
amactyla Boliim 3.2.4.'de anlatildigi sekilde hazirlanan SDS ve uygun sartlarda
poliakrilamid jel elektroforezine, Paulownia tomentosa'dan saflastirilan enzim
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oziitiinin ve UFS metoduna gore saflastirilan enzim o&ziitiin numuneleri tatbik
edilmistir. Enzim bantlarini igeren jelin fotografi Sekil 4.7. verilmistir. Sekil 4.7.'de
SDS PAGE jelin a siitununda molekiil agirliklart bilinen protein ornekleri, b
siitununda enzim 6ziitii, ¢ siitununda UFS metoduna gore saflastirilan enzim 6ziitiin
alt faz1 ve d siitununda ise UFS metoduna gore saflastirilan enzim 6ziitiiniin ara faz
bandtlar1 verilmistir. Her {i¢ enzim 6ziitii numunelerin bantlar1 60-100 kDa araliginda

Sekil 4.7.'de verilmistir.

220kDa --—
100kDa -—
60kDa -—
45kDa -——
30kDa -—
20kDa -—
12kDa g—o

8kDa

Sekil 4.7. PPO enziminin SDS-PAGE sonucu

a: Marker
b: Ham Ekstrakt
c: UFS sonucunda %10 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi'nde alt faz.

d: UFS sonucunda %80 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi'nde ara faz.

4.4. Native-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safligin Tespiti

Native poliakrilamid jel elektroforezi ile enzimin safligin1 kontrol etmek amaciyla
Bolim 3.2.5.'de anlatildigi sekilde hazirlanan poliakrilamid jel elektroforezine,
Paulownia tomentosa'dan UFS metoduna gére saflastirilan enzim 6ziitiin ara faz
numuneleri yiiklenmistir. Aktif PPO enzimin jeldeki varligi gézlemlemek i¢in 4 mM
pirogallol substrati kullanilmistir. Jel sonuglar1 Sekil 4.8.'de verilmistir. Sonuglara

gore Native jeldede tek bant olarak aktif enzim belirlenmistir.
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4.5. SDS-PAGE ve Native-PAGE Sonuclarin Karsilastirilmasi

SDS-PAGE'de ¢ikan sonuglari Native-PAGE sonuglar1 ile kiyaslanmistir. Bu
sonuglara gore SDS-PAGE'de ¢ikan bantlar ile Native PAGE'deki bandlarin ayni
seviyede tek bant olarak c¢iktigi tespit edilmistir. Native ve SDS jel sonuglart Sekil
4.8.'de verilmistir. Sekil 4.8.'de gorildiigii gibi SDS-PAGE'de ¢ikan bandlarin
Native-PAGE bandlari ile ayni seviyede ¢iktig1 tespit edilmistir. Bu resim enzimin

safligin1 ve dogru bir sekilde saflagtirildigini gostermektedir.

Sekil 4.8. PPO enzimin SDS-PAGE ve Native-PAGE sonuglarin kargilastirilmast

4.6. Enzim Kinetigi

Paulownia tomentosa bitkisinden saflastirilan polifenol oksidaz enzimi igin kinetik
calismalar 4-metil katekol, L-dopa, pirokatekol, pirogallol, guaiakol, gallik asit, o-
dianisidin ve L-tirozin substratlar1 i¢in yapilmigtir. Enzim aktivitesi olgtimleri
spektrofotometrik olarak, 420 nm'de 0,05-15 mM araliginda degisen substrat
konsantrasyonlari ile yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda enzimin gallik asit,

guaiakol, o-dianisidin ve L-tirozin substratlari ile reaksiyon vermedigi gériilmistiir.
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Tablo 4.1. PPO enziminin reaksiyon verdigi substratlar igin bulunan optimum sicaklik, optimum pH, Km ve
Vmaks degerleri

Substrat OptimumpH  Optimum Sicaklik (°C)  Km (MM)  Viaks (MM/dK)
4-Metil katekol 7,0 25 2,17 0.020
Pirokatekol 7,5 25 4,55 0.023
Pirogallol 7,5 25 4,77 0.008
L-dopa 7,5 25 6,60 0,003
Gallik Asit - - - -
L-tirozin - - - -
Guaiakol - - - -
o-dianisidin - - - -

Km Ve Vmas degerleri hem Michaelis-Menten hemde Lineweaver-Burk
grafiklerinden yararlanarak hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.1.'de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore enzimin en iyi aktivite gosterdigi substrat1 2,17 mM K, ile 4-

metil katekol olarak belirlenmistir.

Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gére saflastirilan PPO enzimin
Oziittine pH etkisini 4-metil katekol substrat1 varliginda tespit etmek i¢in pH 3'den 8'e
kadar Bolim 3.3.3.'de verilen yonteme gore aktivite tayini yapilmistir. Enzim
aktivitesi asidik bolgede pH 3'ten 5'e kadar artan bir aktivite gostermistir. pH 7,0'de
en yiiksek aktivite elde edilmis, bu optimum pH olarak belirlenmis olup, pH 7'den

sonra enzim aktivitesinin diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin 4-metil katekol varliginda optimum pH grafigi

Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gore saflastirilan PPO enzimin

Oziitiine pH'm etkisini pirokatekol substrati varliginda tespit etmek icin pH 3'den 8'e
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kadar Bolim 3.3.3.'de verilen yOnteme gore aktivite tayini yapilmistir. Enzim
aktivitesi asidik bolgede pH 4'ten 6'ya kadar artan bir aktivite gostermistir. pH 7,5'de
en yliksek aktivite elde edilmis, bu optimum pH olarak belirlenmis olup, pH 7'5'dan

sonra enzim aktivitesinin diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirokatekol varliginda optimum pH grafigi

Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gére saflastirilan PPO enzimin
Oziitline pH'n etkisini pirogallol substrat1 varliginda tespit etmek i¢in aktivite tayini
yapilmistir. Enzim aktivitesi asidik bolgede pH 3 ile 5 araliginda az oldugu pH
5,5'tan 7'ye kadar artan bir aktivite gdstermistir. pH 7,5'de en yiiksek aktivite elde
edilmis, optimum pH olarak belirlenmis olup, pH 7,5'tan sonra enzim aktivitesinin

diistiigi tespit edilmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirogallol varliginda optimum pH grafigi
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Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gére saflastirilan PPO enzimin
oziitine pH'in etkisini L-dopa substrati varliginda tespit etmek i¢in pH 3'den 8'e
kadar Boliim 3.3.3.'de verilen yonteme gore enzim aktivite tayini yapilmistir. Enzim
aktivitesi asidik bolgede pH 3 ile 5 araliginda 0'a yakin oldugu pH 5'ten 7'ye kadar
artan bir aktivite gostermistir. pH 7,5'ta en yiiksek aktivite elde edilmistir. Bu
optimum pH olarak kabul edilmistir. pH 7,5'tan sonra enzim aktivitesinin diistigii

goriilmiistiir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin L-dopa varliginda optimum pH grafigi

Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gore saflastirilan PPO enzimin
oziitline 4-metil katekol substratin varliginda optimum aktivite gosterdigi sicakligin
belirlenmesi amaciyla 5 ile 70°C arasindaki optimum sicaklik tayinini tespit etmek
icin Bolim 3.3.4.te anlatilan yonteme gore aktivite tayinleri yapilmistir. PPO
enzimin 4-metil katekol ile olan optimum sicaklik grafigi Sekil 4.13.'de verilmistir.
Maksimum aktivitenin 25°C'de oldugu gozlenmis ve optimum sicaklik 25°C olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin 4-metil katekol varliginda optimum sicaklik

grafigi

Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gére saflastirilan PPO enzimin
Oziitline pirokatekol substratin varliginda optimum aktivite gosterdigi sicakligin
belirlenmesi amaciyla 5 ile 70°C arasindaki optimum sicaklik tayinini tespit etmek
icin Bolim 3.3.4.'te anlatilan yonteme gore aktivite tayinleri yapilmistir. PPO
enzimin pirokatekol ile olan optimum sicaklik grafigi Sekil 4.14.'te verilmistir.
Maksimum aktivitenin 25°C'de oldugu gozlenmis ve optimum sicaklik 25°C olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirokatekol varliginda optimum sicaklik grafigi

Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gore saflastirilan PPO enzimin

Oziitline pirogallol substratin varliginda optimum aktivite gosterdigi sicakligin
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belirlenmesi amactyla 5 ile 70°C arasindaki optimum sicaklik tayinini tespit etmek
icin Bolim 3.3.4.te anlatilan yonteme gore aktivite tayinleri yapilmistir. PPO
enzimin pirogallol ile olan optimum sicaklik grafigi Sekil 4.15.'te verilmistir.
Maksimum aktivitenin 25°C'de oldugu gézlenmis ve opitmum sicaklik 25°C olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirogallol varliginda optimum sicaklik grafigi

Paulownia tomentosa meyvesinden UFS metoduna gére saflastirilan PPO enzimin
Oziitine L-dopa substratin varliginda optimum aktivite gosterdigi sicakligin
belirlenmesi amaciyla 5 ile 70°C arasindaki optimum sicaklik tayinini tespit etmek
icin Bolim 3.3.4.te anlatilan yonteme gore aktivite tayinleri yapilmistir. PPO
enzimin L-dopa ile olan optimum sicaklik grafigi Sekil 4.16.'da verilmistir.
Maksimum aktivitenin 25°C'de oldugu gozlenmis ve opitmum sicaklik 25°C olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin L-dopa varliginda optimum sicaklik grafigi

Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmaks) degerlerini belirleyebilmek
icin pH 7'de ve 25°C'de gesitli konsantrasyonlarda 4-metil katekol kullanilarak enzim
aktivitesi Olclilmistiir. Enzimin Michaelis-Menten grafigi (Sekil 4.17.) ve
Lineweaver-Burk grafigini (Sekil 4.18.) kullanilarak substrat i¢in Km Ve Vmaks

degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.1.'de verilmistir.
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Sekil 4.17. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin 4-metil katekol substratin doygunluk egrisi
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Sekil 4.18. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin 4-metil katekol substrati igin Lineweaver-Burk

grafigi

Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmaks) degerlerini belirleyebilmek

icin pH 7,5 ve 25°C'de gesitli konsatrasyonlarda pirokatekol kulanilarak enzim

aktivitesi belirlenmistir.

Enzimin Michaelis-Menten grafigi (Sekil 4.19.) ve

Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 4.20.) ¢izilerek substrat i¢in Km Ve Vmaks degerleri

hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.1.'de verilmistir.
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Sekil 4.19. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirokatekol substratin doygunluk egrisi
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Sekil 4.20. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirokatekol substrati igin Lineweaver-Burk
grafigi

Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmaks) degerlerini belirleyebilmek
icin pH 7,5 ve 25°C'de gesitli konsantrasyonlarda pirogallol kulanarak enzim
aktivitesi Olclilmistiir. Enzimin Michaelis-Menten grafigi (Sekil 4.21.) ve
Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 4.22.) gizilerek substrat i¢in Km Ve Vmaks degerleri bu

grafiklerden hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.1.'de verilmistir.
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Sekil 4.21. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirogallol substratin doygunluk egrisi
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Sekil 4.22. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin pirogallol substrati igin Lineweaver-Burk grafigi

Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmaks) degerlerini belirleyebilmek
icin pH 7,5 ve 25°C'de ¢esitli konsatrasyonlarda L-dopa kulanilarak enzim aktivitesi
belirlenmistir. Enzimin Michaelis-Menten grafigi Sekil 4.23.’de ve Lineweaver-Burk
grafigini Sekil 4.24.'de verilmis ve bu substrat i¢cin Km Ve Vmas degerleri bu

grafiklerden hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.1.'de verilmistir.
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Sekil 4.23. Paulownia tomentosa‘dan saflastirilan PPO enzimin L-dopa substratin doygunluk egrisi
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Sekil 4.24. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimin L-dopa substrati igin Lineweaver-Burk grafigi

Sonuglara bakildiginda enzimin en iyi aktivite gosterdigi substrat 4-metil katekol
olup Km ve Vmaks degerleri ile 2,17 mM ve 0,02 mM/dk oldugu tespit edilmistir
(Tablo 4.1.).

4.7. Enzim Depolanma Kararhhg

Enzimin degisen sicaklik kosullarinda saklandiginda aktivitesinde nasil bir degisim
oldugunun incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismada, enzim oda sicakliginda, 4°C’de
ve -20°C’de depolanmis ve belirli zaman periyotlarinda aktivite dl¢limii yapilmistir.
Oda sicakliginda ve 4°C’de birkag saatte bir 6l¢iim alinirken, -20°C’de haftada bir

6l¢iim alinmis ve enzimin % bagil aktivitesi hesaplanmustir.

Oda sicakliginda yapilan depolanma kararlilig1 ¢alismast sonucunda, PPO enziminin
aktivitesi ilk 10 saatte hizla azalarak yaklasik yarisina inmistir. Daha sonraki
saatlerde aktivite neredeyse sabit kalmistir. 24. saatten sonra aktivite tekrar hizla

azalmis ve 40 saatin sonunda enzim, aktivitesinin % 95’ini kaybetmistir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. PPO enziminin oda sicakligindaki (25°C) aktivitesinin zamanla degisimi

4°C’de ise PPO enziminin aktivitesi ilk 48 saatte oda sicakliginda oldugu gibi hizla
azalarak %?20’ye diismistiir. 90 saat sonra aktivitedeki diisiis yavaslamig, sonunda
bagil aktivite %50’ye diismistiir. Bundan sonra aktivitedeki diisiis tekrar hizlanmigtir

ve 385 saat sonunda enzim aktivitesinin %94’linti kaybetmistir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. PPO enziminin 4°C'deki aktivitesinin zamanla degisimi

Enzim -20°C’de depolandiginda aktivitesinde daha diizenli ve yavas bir diisis
oldugu gozlenmektedir. Aktivite haftada bir bakildiginda hala sitirmektedir. Dort
hafta gecmesine ragmen aktivitede sadece yaklasik %50'lik bir diisiis ger¢eklesmistir.

Enzim aktivitenin yaklasik yedi hafta sonunda aktivitesinin %95'ini kaybettigi

goriilmektedir (Sekil 4.27.).
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Sekil 4.27. PPO enziminin -20°C'deki aktivitesinin zamanla degisimi
4.8. inhibitorlerin Etkisi

Paulownia tomentosa'dan UFS metoduna gore saflastirilan polifenol oksidaz enzimin
tizerine bilinen inhibitorlerin etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alismada 4-metil katekol
ve pirogallol olmak {izere sadece iki cesit substrat ile dort farkli inhibitér denenerek
toplam 8 farkli inhibisyon denemesi gerceklestirilmistir. Her bir inhibitor igin Icso ve
Ki degerleri, deneysel ¢alismalarin sonucunda elde edilen grafiklerden hesaplanarak

sonuglar Tablo 4.2. ve 4.3.'de verilmistir.

Tablo 4.2. Paulownia tomentosa meyvesinden saflagtirilan PPO enzim aktivitesi iizerine etki eden
inhibitorlerin 4-metil katekol ve Pirogallol substratlarin varliginda Icso degerleri

Inhibitor 4-metil Katekol Icso (MM) Pirogallol Icso (MM)
Askorbik Asit 0,35 0,16
NaN3 5,00 2,72
Tiyoiire 1,80 3,00

Sistein 0,18 0,31
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Sekil 4.28. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimi iizerine 4-metil katekol substrati varliginda
askorbik asit etkisi
Sekil 4.28.'de polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati varliginda
askorbik asit ile olan inhibitor etkisi incelenmistir. Grafikteki degerlerden

yararlanarak Icso konsantrasyonu 0,35 mM olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.29. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimi lizerine 4-metil katekol substrati varliginda
sodyum azid etkisi

Sekil 4.29.'da polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati varliginda
sodyum azid ile olan inhibitér etkisi incelenmistir. Grafikteki degerlerden
yararlanarak lcso konsantrasyonunun 5,0 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar

Tablo 4.2.'de gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimi {izerine 4-metil katekol substrati varliginda
tiyotire etkisi
Sekil 4.30.'de polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati varliginda tiyotire
ile olan inhibitér etkisi incelenmis ve grafikteki degerlerden yararlanarak Icso

konsantrasyonunun 1,8 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.2.'de

gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Paulownia tomentosa bitkisinden elde edilen PPO enzimi iizerine 4-metil katekol substrati
varliginda L-sistein etkisi

Sekil 4.31.'de polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati varliginda L-
sistein ile olan inhibitor etkisi incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso
konsantrasyonunun 0,18 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.2.'de

gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimi {izerine pirogallol substrati varliginda askorbik asit
etkisi

Sekil 4.32.'de polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati varliginda askorbik
asit ile olan inhibitor etkisi incelenmis ve grafikteki degerlerden yararlanarak Icso

konsantrasyonunun 0,16 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.2.'de

gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimi {izerine pirogallol substrati varliginda sodyum azid
etkisi

Sekil 4.33.'de polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati varliginda sodyum

azid ile olan inhibitor etkisi incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso

konsantrasyonunun 2,72 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.2.'de

gosterilmistir.
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Sekil 4.34. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimi {izerine pirogallol substrat1 varliginda tiyotire etkisi

Sekil 4.34.'de polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati varliginda tiyoiire ile
olan inhibitor etkisi incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso
konsantrasyonunun 3,00 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.2.'de

gosterilmistir.
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Sekil 4.35. Paulownia tomentosa'dan saflastirilan PPO enzimi iizerine pirogallol substrati varliginda L-sistein
etkisi

Sekil 4.35.'de polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati varliginda L-sistein ile
olan inhibitor etkisi incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso
konsantrasyonunun 0,31 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.2.'de

gosterilmistir.



85

PPO enzimi i¢in, PPO'nun bilinen inhibit6érlerinin Paulownia tomentosa'dan
saflastirilan PPO enzimi iizerindeki inhibisyon ¢esidinin belirlenmesi yapilmis ve

toplu olarak Kj degerleri Tablo 4.3.'de gisterilmistir.

Tablo 4.3. PPO enzimi iizerine etki eden inhibitdrlerin inhibisyon tiirleri ve Ki (mM) degerleri

Substrat
Inhibitor 4-Metil Katekol Pirogallol
. . Yarigmasiz Yalanci (Pseudo)

Askorbik Asit Ki= 0.631 mM Ki=56.8 mM
. Yar1 yarigmali Yari yarigmali
Sodyum Azid Ki=2.1 mM Ki=1.26 mM

Tioure Yari yarigmali Karigik
Ki=0.95 mM Ki=0.836 mM

Qictai Yarismasiz Karigik
L-Sistein Ki=0.567 mM Ki=0.497 mM

Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati ile olan reaksiyonunda askorbik
asidin yarigmasiz inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.36.'da gosterilmistir. Sekil 4.36.'da
inhibitér konsantrasyonu arttirildikga K; sabitinin Ky sabiti ile ayn1 oldugu ve
Vmaks'n azaldig1 goriilmektedir. Lineweaver-Burk grafiginden yola ¢ikilarak yapilan
hesaplamalar sonucunda Ki degerinin 0,631 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar

Tablo 4.3.'de verilmistir.
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Sekil 4.36. PPO enziminin 4-metil katekol ile askorbik asit varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrat1 ile olan reaksiyonunda sodyum
azidin yar1 yarismali inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.37.'de gosterilmistir. Sekil
4.37.de inhibitor konsantrasyonlari arttirildik¢a K; sabitinin ve Vmas'in azaldigi

goriilmistiir. Lineweaver-Burk grafiginden yola c¢ikarak yapilan hesaplamalar
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sonucunda K;i degerinin 2,1 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.3.'de

verilmigtir.
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Sekil 4.37. PPO enziminin 4-metil katekol ile NaN3 varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati ile olan reaksiyonunda
tiyotirenin yar1 yarismali inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.38.'de gosterilmistir. Sekil
4.38.'de inhibitor konsantrasyonlari arttirildikga K; sabitinin ve Vmaks'in azaldigi
belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafiginden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar

sonucunda Kj degerinin 0,95 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.3.'de

verilmistir.
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Sekil 4.38. PPO enziminin 4-metil katekol ile tiyotiire varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi
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Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati ile olan reaksiyonunda L-
sisteinin yarismasiz inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.39.'dan belirlenmistir. Sekil
4.39.'da inhibitoriin konsantrasyonlar1 arttirildik¢a Ki sabitinin Kn sabiti ile aynmi
oldugu ve Vmaks'in azaldig1 goriilmiistiir. Lineweaver-Burk grafiginden yola ¢ikilarak
yapilan hesaplamalar sonucunda Kj degerinin 0,567 mM oldugu tespit edilmistir.

Sonuglar Tablo 4.3.'de verilmistir.
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Sekil 4.39. PPO enziminin 4-metil katekol ile L-sistein varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati ile olan reaksiyonunda askorbik
asidin yalanct (pseudo) inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.40.'ta belirlenmistir.
Lineweaver-Burk grafiginden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar sonucunda K;

degerinin 56,8 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.3.'de verilmistir.

12000 -
10000 |
2000 - + 0mM
6000 0.1mM
0.15mM
-3. 4000 -
0.2mM
2000 -
—p
) / T — T T T T 1
-0,2 6‘(0/ 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
2600
-4000 -

1/S{mM)

Sekil 4.40. PPO enziminin pirogallol ile askorbik asit varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi
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Polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati ile olan reaksiyonunda sodyum
azidin yar1 yarismali inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.41.'de gosterilmistir. Sekil
4.41.'de inhibitoriin konsantrasyonu arttirildikga K sabitinin ve Vmaks'in azaldigi
gozlenmistir. Lineweaver-Burk grafiginden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar

sonucunda K degerinin 1,26 mM oldugu belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.3.'de

verilmisgtir.
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Sekil 4.41. PPO enziminin pirogallol ile NaNs varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati ile olan reaksiyonunda tiyoiirenin
karigik (mixed) inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.42.'de belirlenmistir. Sekil 4.42.'de
inhibitorlerin konsantrasyonu arttirildik¢a K sabitinin arttigi Ve Vmaks'in azaldig
goriilmistiir. Lineweaver-Burk grafiginden yola c¢ikarak yapilan hesaplamalar
sonucunda Ki degerinin 0,836 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.3.'de

verilmistir.



89

3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -

1000

1/S{mM)

+ 0mM
0.8mM
3.0mM

5.2mM

Sekil 4.42. PPO enziminin pirogallol ile tiyoiire varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Polifenol oksidaz enziminin pirogallol substrati ile olan reaksiyonunda tiyotirenin

karisik (mixed) inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.43'de gosterilmistir. Sekil 4.43.'de

inhibitér konsantrasyonu arttirtldik¢a K; sabitinin arttifi Ve Vmaks'in azaldigi

goriilmistiir. Lineweaver-Burk grafiginden yola c¢ikarak yapilan hesaplamalar

sonucunda K degerinin 0,497 mM oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.3.'de

verilmigtir.
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Sekil 4.43. PPO enziminin pirogallol ile L-sistein varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

4.9. Metallerin Etkisi

PPO enzim aktivitesi lizerinde metallerin etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 0,5 mM, 1

mM ve 5 mM konsantrasyonlarda hazirlanan metal ¢ozeltileri ile enzim 5 dk



90

boyunca inkiibe edilmis ve daha sonra zamana kars1 60 sn boyunca enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak UV cihazinda 420 nm'de olgiilmiistiir. Substrat olarak 4-
metil katekol 10 mM konsatrasyonunda kullanilmistir. Bazi metallerin enzim

aktivitesini arttirdigi bazilarinin ise azalttigi goriilmiistiir. Sonuglar Tablo 4.6.'da

gosterilmistir
Tablo 4.4. PPO enzimi lizerine etki eden metallerin etkisi
PPO % Kalan Aktivite
Metal Metal Konsatrasyonu
0.5 mM 1mM 5mM
Metalsiz 100 100 100
Pb*? 104.0 89,3 0,0
Al 98,7 112,7 45,3
Cd*? 113,3 106,7 64,0
Co*? 119,3 117,3 91,3
Cu*? 119,3 117,3 14,7
Fe*3 116,7 120,0 16,0
K* 103,3 94,7 90,7
Mn*2 99,3 102,0 66,7
Na* 120,0 117,3 113,3
Ni*2 116,7 104,7 108,0
120,0
100,0 { [ B B B E - p - 0.5mi
E
'S 80,0 - =1mi
z
< 60,0 -
»ah m5S5m
T
@ 40,0 -
X Ham
20,0 Esktarkt

0,0 - -t T 71
Pb+2 Al+3 Cd+2 Co+2 Cu+2 Fe+3 K+ Mn+2 Na+ Ni+2

Metaller

Sekil 4.44 PPO enzimi tizerinde metallerin etkisi

PPO enziminin 1 mM'lik metal konsantrasyonlarina dayanikli oldugu goriilmiistiir ve
5 mM'lik konsantrasyonda asagida siralanan veriler elde edilmistir:
e Fe™ ve Cu™ metal iyonlarinin 5 mM diizeyinde reaksiyon ortaminda
bulunduklarinda enzimi %85 oraninda inhibe etmistir.
e Mn*2 ve Cd*? iyonlar1 ise 5 mM diizeyinde reaksiyon ortaminda

bulunduklarinda enzimi %35 inhibe etmistir.
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e Al"iyonun ise 5 mM konsantrasyonda enzimi %55 inhibe etmistir.
e Pb*2 metal iyonun 5 mM'lik konsantrasyonun PPO enzimini tamamen inhibe

etmistir. Bu veriler Sekil 4.44.'deki grafikte de gosterilmistir.

4.10. Kullamilan bitki ekstratlarin Icso degerleri ve enzim iizerindeki etkileri

Kosova'nin Sar bolgesinde toplanan bitkilerin 6ziitleme islemleri tamamlandiktan
sonra, PPO enzimi iizerindeki inhibitdr etkilerini incelemek tizere Icso degerleri
belirlenerek Ki degerleri ve inhibisyon gesitleri belirlenmis. Buna gore elde edilen

sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

Tablo 4.5. Kullanilan bitkilerin Icso degerleri ve bitki ekstraktlarin enzim {izerindeki inhibitor ¢esitleri

No Bitkinin Bitkinin Tiirkge Kullanilan leso Dederleri Ki degerleri ve
Latince Adi Adi kismi cso Leg Inhibisyon cesidi
Cydonia Ki=4,65 mg/ml
1 Ayva Yaprak 9,9 mg/ml
Oblogna W P g Yarigmasiz
i Ki=2,29 mM
2 Punica Nar Kabugu
Granatum 4,5 mg/ml Yarismasiz
Ki=0,69 mg/ml
3 Daturg Yaprak 6,7 mg/ml g
Stramonium Karisik
Seytan Elmasi .
Datura Ki=0,65 mg/ml
4 . Tohum 1,65 mg/ml
Stramonium Karisik
i Ki=8,05 mg/ml
5 Ros_m_arln.us Biberiye Yaprak 20,6 mg/ml J
officinalis Yar1 yarigmali
. Ki=1,44 mg/ml
6  Solanum Nigra Meyve 10,7 mg/ml
.. Karisik
Kopek Uziimii .
. Ki=0,76 mg/ml
7  Solanum Nigra Yaprak 3,12 mg/ml
Yarigmali
Verbascum y § . Ki=0,48 mg/ml
8 Thapsus Sigirkuyrugu Otu Cigek 0,0006 mg/ml Karisik
Ki=0,21 mg/ml
9 Tanacetum Solucan Otu Cicek 0.00043 g
Vulgare mg/mil Karisik
i Ki=0.3047 mg/ml
10  Momordica Kudret Nar1 Meyve  0.495 mg/ml g
Charantia Karlsﬂ(

Sekil 4.45.'de goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati
varliginda kurutulmus Cydonia oblogna yapragr oziitii ile inhibitor etkisi

incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 9,9 mg/ml
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oldugu tespit edilmistir. Cydonia oblogna yaprag: 6ziitii yarismasiz inhibisyon etkili
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.46.). Sekil 4.46.'da Cydonia oblogna yapragi 6ziitliniin
konsantrasyonu arttirildik¢a Ki degeri degismezken Vmaks'in azaldigi goriilmiistiir.
Lineweaver-Burk grafiginden yola ¢ikilarak yapilan hesaplamalar sonucunda K

degerinin 4,65 mg/ml oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

120,00 -

100,00 -

y=-4,9223x+ 98,85
R?=0,9992

)
=
=)
=)

% Bagil Aktivite
(=2l
=
=
=

40,00 -

20,00 -

0,00 -

6 8 0 1 14 16
(1] (mg/ml)

Sekil 4.45. Cydonia oblogna yapraginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrat1 varligindaki etkisi

700 -
600 -
500 - + 0mg/ml
Smg/ml
400 -
10mg/ml
> R 15
< 300 - mg/ml
L |
200 4
100 - /
T — T T T T T |
=
-0.5 -0.3 -0,1 01 0.3 0.5 0,7 0.9 1.1
4100 - 1/[S] (mg/ml)

Sekil 4.46. Cydonia oblogna yapraginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrat1 varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.47.'de goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati

varhiginda kurutulmus, Punica granatum meyvesinin kabuk 6ziitiiniin inhibitor etkisi

incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 4,5 mg/ml

oldugu tespit edilmistir. Punica granatum meyvesinin kabuk oziitiiniin yarismasiz
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inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.48.'deki grafikten goriilmektedir. Sekil 4.48.'de
Punica granatum meyvesinin kabuk ziitiiniin konsantrasyonu arttirildik¢a Ki degeri
degismezken Vmaks'in azaldigr goriilmistiir. Lineweaver-Burk grafiginden yola
cikilarak yapilan hesaplamalar sonucunda Ki degerinin 2,29 mg/ml oldugu tespit

edilmistir. Sonuclar Tablo 4.5.'de verilmistir.

120 ¢
T y =-10.855x + 98.85
100 + R?=0.9832
i
L ik
£ 80 |
S I
2 T
= T
< 60t
B 1
g T
40 |
X T A
20 |
0“1:llIllllIllllillllillllillllilllli
0 2 4 6 8 10 12 14

(1] (mg/ml)

Sekil 4.47. Punica granatum kabugunun ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrat1 varligindaki etkisi

700
600 -
500
200 - + 0mg/ml
Img/ml
"::. 300 -
- 4.5mg/ml
200 1 10mg/ml
%
-0.5 0.5 1 1.5 2 2.5
-100 - 1/[S]{mg/ml)

Sekil 4.48. Punica granatum kabugunun ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitin PPO enzimi t{izerine 4-
metilkatekol substrat1 varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.49.'da goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati
varliginda Datura stramonium'un kurutulmus yaprak oOziitii ile inhibitor etkisi

incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 6,7 mg/mi

oldugu tespit edilmistir. Datura stramonium'un kurutulmus yaprak oziiti karisik



94

inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.50.'deki grafikten goriilmektedir. Sekil 4.50.'de
Datura stramonium'un kurutulmus yaprak 6ziitiiniin konsantrasyonu arttirildik¢a K;
sabitinin arttif1 Ve Vmaks'n azaldig1 goriilmiistiir. Lineweaver-Burk grafiginden yola
cikarak yapilan hesaplamalar sonucunda Ki degerinin 0,69 mg/ml oldugu tespit

edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

120,00

100,00 y=-7.2656x+98.85

R?=0.9897
30,00

60,00

40,00

% Bagil Aktivite

20,00

6
(11 {mg/ml)

Sekil 4.49. Datura stramonium yapragmin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitin PPO enzimi {izerine 4-
metil katekol substrati varligindaki etkisi

250 -
200 -
150 / + 0mg/ml
3mg/ml
""::. 10
A 6mg/ml
/ 10mg/ml
T 0 T T )
-0.5 -0,2 -0,1 0,1 0,3 0,5
=0 - 1/[S]{mg/ml)

Sekil 4.50. Datura stramonium yapragmin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitin PPO enzimi iizerine 4-
metil katekol substrati varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.51.'de goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati
varhiginda Datura stramonium'un kurutulmus tohum o&ziitii ile inhibitor etkisi
incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 1,65

mg/ml oldugu tespit edilmistir. Datura stramonium'un kurutulmus tohum Oziitli
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karisik inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.52.'deki grafikten goriilmektedir. Sekil
4.52'de Datura stramonium'un kurutulmus tohum Oziitin konsantrasyonu
arttirildikga K sabitinin arttigi ve Vmaks'in azaldigi goriilmiistiir. Lineweaver-Burk
grafiginden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar sonucunda K degerinin 0,65 mg/ml
oldugu tespit edilmistir. Datura stramonium'un kurutulmus yaprak ve tohum
oziitlerinin Kj degerlerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu ve ayni inhibisyon etkili

oldugu goriilmektedir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

120 ¢

100 y=-24,373x+103,4

RZ=10,9968

80 |

60 |

% Bagil aktivite

w0

20

w L

2,5

[N

0 0,5 1 1,5
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Sekil 4.51. Datura stramonium tohumun ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi {izerine 4-
metil katekol substrati varligindaki etkisi

450 -
400
350
300
250 - + 0mg/ml
= 200 1.13mg/ml
S
A 150 - 2.2mg/ml
100 3.26mg/ml
r = T 0 T T T T T ]
-0,6 —0,4// -0,2 50 4 0,2 0.4 0,6 0.8 1 1,2
100 1 1/[s] {mg/ml)

Sekil 4.52. Datura stramonium tohumunun ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-
metil katekol substrat1 varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.53.'de goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati

varhiginda Rosmarinus officinalis'in kurutulmus yaprak o6ziitii ile inhibitor etkisi
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incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 20,6
mg/ml oldugu tespit edilmistir. Rosmarinus officinalis'in kurutulmus yaprak o6ziiti
yar1 yarigmali inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.52.'deki grafikten goriilmektedir. Sekil
4.54.'de Rosmarinus officinalis'in kurutulmus yaprak oOziitin konsantrasyonu
arttirlldikga  Ki sabitinin - ve  Vmaks'in  azaldigr  goriilmistiir. Lineweaver-Burk
grafiginden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar sonucunda Kj degerinin 8,05 mg/ml

oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

120 ¢

y=-2.41x+99.82
RZ=10.9954

100 +

% Bagil Aktivite
[=a} [==]
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=
=
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=
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20 25
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Sekil 4.53. Rosmarinus officinalis yapraginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-
metil katekol substrati varligindaki etkisi

400
350
300
250 - + 0mg/ml
=
5 200 Smg/ml
150 - 20mg/ml
2
/W 30mg/ml
-0.5 -0,3 -0,1 0.1 0,3 0.5 0,7 0.9 11
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Sekil 4.54. Rosmarinus officinalis yapraginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi {izerine 4-
metil katekol substrat1 varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.55.'de goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati

varhiginda Solanum nigrum'un kurutulmus meyve o6ziiti ile inhibitor etkisi
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incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 10,7
mg/ml oldugu tespit edilmistir. Solanum nigrum'un kurutulmus meyve 6ziitii karigik
inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.56.'daki grafikten goriilmektedir. Sekil 4.56.'da
Solanum nigrum'un kurutulmus meyve oOziitiin konsantrasyonu arttirildik¢a K;
sabitinin arttig1 Ve Vmaks'1n azaldigr goriilmiistiir. Lineweaver-Burk grafiginden yola
cikarak yapilan hesaplamalar sonucunda Kj degerinin 1,44 mg/ml oldugu tespit

edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

120 ¢

100 -
T y=-4,5703x + 98,92
R?=0,962

80 |
60 |
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Sekil 4.55. Solanum nigrum meyvesinin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi {izerine 4-metil
katekol substrati varhigindaki etkisi

600 -
500 -
400 -
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300 15 |
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L |
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/// 14/
-0.6 -0.4 -0,2 0,2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-100 -
1/[S]{mg/ml)

Sekil 4.56. Solanum nigrum meyvesinin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrati varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.57.'de goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati

varliginda Solanum nigrum'un kurutulmus yaprak oziiti ile inhibitor etkisi
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incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 3,12
mg/ml oldugu tespit edilmistir. Solanum nigrum'un kurutulmus yaprak Oziitiin
yarismal1 inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.58.'deki grafikten goriilmektedir. Sekil
4.58.'de Solanum nigrum'un kurutulmus yaprak O6ziitiin konsantrasyonu arttirildik¢a
Ki sabitinin arttigt Ve Vmaks'n degismedigi goriilmiistiir. Lineweaver-Burk
grafiginden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar sonucunda Kj degerinin 0,76 mg/ml

oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

100

y=-13,149x + 91,034
R?=0,9987

% Bagil Aktivite
W
=

211 (mg/miy

Sekil 4.57. Solanum nigrum yapragimin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi {izerine 4-metil
katekol substrati varhigindaki etkisi

1400
1200 4
+ O0mg/ml
1000 e/
2

300 - 1.35mg/ml

600 - 3mg/ml
-:: 400 4mg/ml
L |

200
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Sekil 4.58. Solanum nigrum yapraginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrati varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.59.'da goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati

varliginda Verbascum thapsus'un kurutulmus ¢igek Oziitii ile inhibitor etkisi
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incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 0,0006
mg/ml oldugu tespit edilmistir. Verbascum thapsus'un kurutulmus ¢icek Oziitiin
karisik inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.60.'daki grafikten goriilmektedir. Sekil
4.60.'da Verbascum thapsus'un kurutulmus ¢igek oziitiin konsantrasyonu arttirildik¢a
Ki sabitinin arttigi Ve Vmaks'in azaldigi goriilmiistiir. Lineweaver-Burk grafiginden
yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar sonucunda Kj degerinin 0,48 mg/ml oldugu tespit

edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.
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Sekil 4.59. Verbascum thapsus ¢iceginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrati varhigindaki etkisi
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-3_ 200 / 0.000653mg/ml
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Sekil 4.60. Verbascum thapsus ¢iceginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrati varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.61.'da goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati

varliginda Tanacetum vulgare'nin kurutulmus c¢igek oOziitii ile inhibitor etkisi
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incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 0,00043
mg/ml oldugu tespit edilmistir. Tanacetum vulgare'nin kurutulmus c¢igek 0ziitiin
karisik inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.62.'deki grafikten goriilmektedir. Sekil
4.62.'de Tanacetum vulgare'nin kurutulmus ¢igek 6ziitiin konsantrasyonu arttirildik¢a
Ki sabitinin arttigi Ve Vmaks'in azaldigi goriilmiistiir. Lineweaver-Burk grafiginden
yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar sonucunda Kj degerinin 0,21 mg/ml oldugu tespit

edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.

100
90
30
70
60
50
40

y=-112945x¢ + 98,929
R?=0,9841

% Bagil Aktivite

20
10

0 00001 00002 00002 0,0004 0,005 0,0006 0,0007 0,0008
(1 (mg/ml)

Sekil 4.61. Tanacetum vulgare ¢igeginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrati varhigindaki etkisi
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Sekil 4.62. Tanacetum vulgare ¢igeginin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi tizerine 4-metil
katekol substrati varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.63.'da goriildiigli gibi polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol substrati

varhiginda kurutulmus Momordica charantia kabugu o6ziiti ile inhibitor etkisi
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incelenmistir. Grafikteki degerlerden yararlanarak Icso konsantrasyonunun 0,495
mg/ml oldugu tespit edilmistir. Kurutulmus Momordica charantia kabugu o6ziitiiniin
karisik inhibisyon etkili oldugu Sekil 4.64.'deki grafikten goriilmektedir. Sekil
4.64.'de kurutulmus Momordica charantia kabugu oOziitin konsantrasyonu
arttirildikga Kj sabitinin arttigi ve Vmaks'in azaldigi goriilmiistir. Lineweaver-Burk
grafiginden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar sonucunda Kj degerinin 0,3047 mg/ml

oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 4.5.'de verilmistir.
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Sekil 4.63. Momordica charantia I. meyvesinin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi iizerine
4-metil katekol substrati varligindaki etkisi
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Sekil 4.64. Momordica charantia I. meyvesinin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitiin PPO enzimi {izerine
4-metil katekol substrat1 varliginda verdigi Lineweaver-Burk grafigi



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu calismada Paulownia tomentosa agacinin meyve kismindan ham PPO enzim
oziitii elde edilmistir. Daha sonra Paulownia Tomentosa meyvesinden elde edilen
ham enzim oziitinden Uglii Faz Saflastirma (UFS) yontemi ile enzim tek adimda
saflastirilmistir.  Ara fazda toplanan enzimin yiiksek aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. En uygun amonyum siilfat konsantarsyonu alt faz i¢in %10, ara faz igin
ise %80 oraninda oldugu belirlenmistir. tert-Butanol oranin ayarlanmasi sirasinda, en
yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi oran 1,0:2,0 oldugu ve pH 7,0'de ara fazin bagil
aktivitesi %124,4 oraninda oldugu tespit edilmistir. Alt fazda ise enzim aktivitesi
ham enzim oOziitiiniin aktivitesinden ¢ok daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Literatirde Kat ve arkadaglari [73] tarafindan invertaz enzimi ayni yontemle
saflagtirllmis ve enzim aktivitesinin en yiiksek ara fazda oldugunu belirtilmistir.
Paulownia tomentosa PPO enziminin UFS yontemi ile saflastiriimasinda bulunan

sonuclar invertaz enzim saflastirilmasi sonuglari ile benzerlik géstermistir.

Protein miktarii belirlemek i¢in Bradford yontemi ile yapilan standart olgiimler
sonucunda 100 pL ham enzim oziitiinde 0,097 mg/mL protein oldugu tespit
edilmistir. Yi-Ming Tao ve arkadaslart [83] tarafindan yapilan ¢aligmada Jackfruit
adli meyveden saflastirllan PPO enzimin miktar1 Bradford sonuglar ile

kiyaslandiginda ¢ikan sonuglarin benzer oldugu gorilmistiir.

Paulownia tomentosa PPO enziminin safligi SDS-PAGE yontemi ile kontrol edilmis
ve sonuglarda molekiil agirliklar1 bilinen proteinler (marker) ve PPO enzim
orneklerinin yiirime mesafeleri karsilastirildiginda, her {i¢ bandinda 60-100 kDa
araliginda ¢iktig1 belirlenmistir. Nardana Esmaeili ve arkadaslar1 [84] tarafindan PPO
eznimi ile yapilan ¢alismada SDS-PAGE sonucuna bakildiginda PPO ham enzim
ekstraktinin 66,2 kDa'da ¢iktig1 tespit etmislerdir. Yi-Ming Tao ve arkadaslar1 [83]
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Jackfruit adli meyve ile yaptiklar1 ¢alismada SDS-PAGE sonuglarindan PPO enzim
Oziitliniin 60-70 kDa araliginda oldugunu belirlemislerdir. Paulownia tomentosa PPO
enzimi i¢in yapilan saflastirma sonucunda SDS-PAGE'de ham oziit ve UFS ile
saflastirilan enzimin SDS-PAGE bantlarinin 60-100 kDa araliginda gozlemlendigi ve
molekiil agirligmin bu aralikta oldugu belirlenmis olup literatiirdeki c¢aligmalarla

paralel sonuglar elde edilmistir.

Native-PAGE yontemi ile PPO enzimin kontrolii yapilmis ve sonuglar Giilgin ve
arkadaglarinin [34] 1sirgan otundan saflastirdiklart PPO enziminin Native-Page
sonuglar ile kiyaslandiginda her iki sonucunda benzer oranlarda oldugu tespit

edilmistir.

Paulownia tomentosa agacinin meyvesinden izole edilen PPO enzimininin substrat
seciciligini belirlemek igin ¢esitli substratlar ile kinetik ¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalarda 4-metil katekol, L-dopa, pirokatekol, pirogallol, guaiakol, gallik asit, L-
tirozin ve o-dianisidin substratlar1 kullanilmistir. PPO enziminin monofenolik,
difenolik ve trifenolik substratlar ile gergeklestirilen substrat spesifikligi denemeleri
sonuglarina gore enzim monofenollere kars1 yani gallik asit, L-tirozin, guaiakol ve o-
dianisidin substratlarindan herhangi birine aktivite gostermedigi tespit edilmistir.
Paulownia tomentosa PPO enzimi diger di ve trifenol substratlarina karsi aktive
gostermistir. Enzimin substratlardan 4-metil katekole karsi Km ve Vmaks 2,17 mM ve
0,02 mM/dk degerleri ile en yiiksek oranda aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Belirlenen sonuglarin, Gisela Palma-Orozco ve arkadaslarmin [37] Mango
meyvesinden saflastirdiklar1 PPO enzimi iizerine yaptigi ¢alismalar ile uygunluk
gosterdigi goriilmistir. Mango PPO enziminin de sadece di ve trifenollere karsi
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Yi-Ming Tao ve arkadaslarinin [83] Jackfruit adli
meyveden saflagtirilan PPO enzimin substratlar ile olan etkilesiminin sadece di ve
trifenoller ile oldugu deneysel olarak ispatlanmigtir. Paulownia tomentosa PPO
enziminin substrat se¢imliligi sonuglar literatiirdeki calismalarla benzer oldugu

tespit edilmistir.
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Optimum sicaklik ¢alismalarinda PPO enziminin, 25-30°C'de en iyi aktivite
gosterdigi belirlenmistir. PPO enziminin optimum sicaklik ¢alismalarinda biitiin
substratlar ile aktivite tayinleri yapilmis ve aktivite gosteren substratlarin hepsinde
enzimin 25°C'de en yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Sakiroglu ve
arkadaglar1 [35] dere otundan saflastirdiklar1 PPO enzimi i¢in optimum sicaklik
degerlerinin daha diisiik sicakliklarda oldugunu tespit etmistir. Yi-Ming Tao ve
arkadaglarinin [83] Jackfruit adli meyve ile yaptiklar1 ¢alismada, PPO enzimin
optimum sicaklik degerlerinin 30°C olarak belirlemislerdir. Giilgin ve arkadaslar
[34] 1sirgan otundan saflastirdiklart PPO enziminin optimum sicaklik degerlerinin
difenoller ile 25-30°C araliginda oldugunu belirlenmislerdir. Bu tez ¢alismasinda

elde edilen sicaklik sonuclar literatiirdeki sonuglarla benzerlik icerisindedir.

Paulownia tomentosa PPO enzimi i¢in yapilan optimum pH c¢aligmalari, PPO
enziminin asidik ve notral bolgede en iyi aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.
Enzim, 4-metil katekol ve pirokatekol substratlariyla pH 4,0 ile pH 7,5 araliginda
yiiksek aktivite gosterirken, pirogallol ve L-dopa substratlariyla ise sadece pH 5,0 ile
pH 7,5 araliginda yiiksek aktivite gostermistir. Genel olarak enzimin optimum pH ve
optimum sicaklik ¢aligmalarinda belirlenen degerlerin enzim ¢esidine ve substrat
cesidine gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Gisela Palma-Orozco ve
arkadaglariin [37] Mango meyve ¢esitlerinden saflastirdiklart PPO enzimi {izerinde
optimum sicaklik degerlerinin meyve c¢esidine gore farklilik gosterdigini tespit
etmislerdir. Sonuglar degerlendirildiginde genellikle 5,0 ila 7,5 pH araliginda PPO

enziminin difenoller ve trifenoller ile yiiksek aktivite sahip oldugu tespit edilmistir.

PPO enziminin degisen sicaklik kosullarinda saklandiginda aktivitesinde nasil bir
degisim olacaginin belirlenmesi amaciyla depolanma kararlilig1 incelenmistir. Bunun
icin enzim oda sicakliginda, +4°C'de ve -20°C'de depolanmis ve belirli zaman
araliklarinda enzim aktivite tayini yapilmistir. Oda sicakligindaki enzimin, 10 saat
icinde enzim bagil aktivitesi %50'ye diislip 40 saat sonra %5'lik bir aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. +4°C'deki depolanma kararlihiginda ise 90 saat iginde
enzimin bagil aktivitesinde %50 oraninda bir azalma oldugu ve 385 saatin sonunda

enzimin %6'lik bir aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. -20°C'de ise diizenli bir



105

diisiis gerceklesmemektedir. Dort hafta icinde enzimin bagil aktivitesinde %50
oraninda bir diislis oldugu tespit edilmistir. Yedi hafta sonra enzimin bagil aktivitesi
%S5 olarak Ol¢tilmistiir. Prunus dulcis adli bitkisindeki polifenol oksidaz enziminin
oda sicakliginda 16 saatte, -20°C'de 13 giinde aktivitesinin tamamini yitirdigi tespit
edilmistir [74]. Elde edilen sonuglara gére, Paulownia tomentosa PPO enziminin -

20°C'de oldukga kararli oldugu belirlenmistir.

Paulownia tomentosa PPO enzimi {izerine ayrica ¢esitli metallerin etkisi
incelenmistir. Bunun i¢in 0,5 mM, 1 mM ve 5 mM oraninda hazirlanan metal
¢ozeltileri ile zamana karst 60 sn boyunca enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Substrat
olarak 10 mM konsatrasyonunda 4-metil katekol kullanilmistir. Paulownia
tomentosa'dan elde edilen PPO enziminin metallere kars1 6zellikle metallerin 1 mM
konsantrasyonuna karst dayamkli oldugu tespit edilmistir. Fe** ve Cu*™ metal
iyonlarinin 5 mM diizeyinde reaksiyon ortaminda bulunduklarinda enzimi %85
oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Mn*2 ve Cd*? iyonlar1 ise 5 mM diizeyinde
reaksiyon ortaminda bulunduklarinda enzimi %35 inhibe ederken, Al*? iyonunun ise
5 mM konsantrasyonda enzimi %355 inhibe ettigi bulunmustur. Pb*2 metal iyonun 5
mM'lik konsantrasyonun PPO enzimini tamamen inhibe ettigi tespit edilmistir. Metal
iyonlarin 6zellikleri incelendiginde, K* ve Na* iyonlarmin enzim aktivitesi iizerinde
etkisinin az oldugu goriilmiistir. K* ve Na iyonlarinin canli organizmalarin hiicre
yapisinda ve diger ¢esitli biyokimyasal faktdrlerde 6nemli rol oynadigindan enzim
tizerinde etkileri bulunmadigr diistiniilmektedir. Diger test edilen metaller biyolojik
sistemlerin temel yapilarinda bulunan N, S ve O gibi atomlari igeren imidazol, tiyol
ve karbonil gibi ligandlarla kolaylikla etkilesme Ozelliklerine sahiptirler. Bu
nedenden dolay1 test edilen metaller enzimin biinyesinde bulunan ligantlarla
etkileserek, enzimin konfromasyonunda degisimlere neden olup enzimi degisik
oranlarda inhibe etmis olabilecekleri diisiiniilmektedir. Literatiirde yapilan bazi
calismalarda metal c¢ozeltilerin etkileri polifenol oksidaz enzimleri {iizerinde
aktiviteyi arttirdig1 yoniinde bulgulara da rastlanmaktadir. Gedikli ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismaya gore [85] lakkaz enzimi iizerine metal iyonlarin1 (Mn, Pb, Ni, Zn,
Co, Cd ve Cu) ihtiva eden kot boyar maddesinin etkisi incelenmistir. Bu boyar

maddedeki metal iyon tuzlarmin enzimi aktive ettigini tespit etmislerdir. Tao ve



106

arkadaglar1 ise [83] yaptiklari ¢alismada Jackfruit adli meyveden saflastirdiklar1 PPO
enzimi tizerinde 0,1 mM, 1 mM ve 4 mM konsatrasyondaki metal iyonlarinin etkisini
gozlemlemislerdir. Sonug olarak 4 mM konsantrasyonda kullanilan Mn*? iyonunun
PPO enzimin aktivitesini arttirdigini tespit etmislerdir. Buna karsin Zn*? iyonun 4
mM'lik konsantrasyonunun PPO enzimini %40 oraninda inhibe ettigini tespit
etmiglerdir. Palma-Orozco ve arkadaslarmin ise [37] mango meyve cesitlerinden
saflagtirdiklar1 PPO enzimi tizerinde 0,1 mM, 1 mM ve 10 mM konsantrasyonlardaki
metal iyonlarini test etmislerdir. Sonuglari, K* iyonlarinin PPO enzimi iizerindeki
etkisinin az oldugunu tespit etmislerdir. Oysa 0,1 mM konsantarsyonunda kullanilan
Na* iyonlar1 PPO enzimini %10 oraminda inhibe ettigini belirlemislerdir. Cu*?
iyonlar1 ise 0,1 mM konsantrasyonda %87 oraninda, 2,5 mM konsantrasyonda %67
oraninda, 5,0 mM konsantrasyonda %56 oraninda ve 10 mM konsantrasyonda %49
oraninda PPO enzimini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Literatiirdeki ¢alismalar ile
Paulownia tomentosa PPO enzimleri yiiksek metal konsantrasyonunda inhibe
edilmekte ancak 1 mM ve daha disiik metal konsatrasyonlarda aktivitesini
korumaktadir. Yiiksek konsantrasyonlardaki metal iyonlarinin canlilar i¢in toksik
oldugu bilindiginden, metallerin yiiksek konsantrasyonlarda enzimlerin g¢esitli

bolgeleri ile etkileserek enzimi inhibe ettigi diisiniilmektedir.

Paulownia tomentosa PPO enzimi igin bilinen inhibit6r etkilerinin arastirilmasinda
iki ¢esit substrat ile dort farkli inhibitor denenerek toplam 8 farkli inhibisyon
denemesi ile gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda inhibitorler
icerisinde en etkili inhibitor 0,5 mM'lik Ki degeriyle yarismasiz olarak L-Sistein
inhibitoriiniin oldugu tespit edilmistir. Sodyum azid inhibitériinin PPO enzimi
tizerindeki inhibisyon etkisi ¢ok diisiik olarak belirlenmistir. Palma-Orozco ve
arkadaglarinin [37] mango meyve c¢esitlerinden saflastirdiklart PPO enzimi iizerine
inhibitor etkisi ¢alismalarinda, L-sisteinin en etkili inhibitor oldugunu
gostermislerdir. Yapilan calismalarda inhibitor etkilerinin meyve ¢esidine gore de
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Sakiroglu ve arkadaslart [35] dereotundan
saflagtirdiklar1 PPO enzimi tizerine inhibitér ¢aligmalarinda L-sistein'in yarismasiz

olarak etkili bir inhibitér oldugunu tespit etmislerdir. Paulownia tomentosa PPO
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enzimi i¢in yapilan inhibitoér ¢alismalari sonuglarinin literatiir ile uyum igerisinde

oldugu belirlenmistir.

Bilinen inhibitor c¢alismalarina ilave olarak Paulownia tomentosa PPO enzimi
tizerine Kosova'nin Sar Daglar1 bolgesinde toplanan bitkilerin inhibitor etkileri de ilk
defa bu galismada incelenmistir. Cydonia oblogna yapragi, Punica granatum meyve
kabuklar1 ve Rosmarinus officinalis yapraklari Bolim 3.4.'de bahsedildigi gibi
ekstraksiyon islemlerine tabi tutulduktan sonra belirli konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltilerin inhibitor etkileri PPO {izerinde ve 4-metil katekol substrati varliginda
gerceklestirilmistir. Datura stramonium tohum ve yapraklari, Solanum nigrum
meyve ve yapraklari, Verbascum thapsus ¢icekleri, Tanacetum vulgare gigekleri ve
Momordica charantia meyve kabuklar1 kurutulup soxhlet aparatinda ekstraksiyon
islemleri sonucunda belirli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri ile bunlarin
PPO enzim tizerine inhibisyon etkileri belirlenmistir. Sonuglara gore bitkiler arasinda
Tanacetum vulgare'nin ¢igek oziitiiniin karisik inhibisyon seklinde 0,2 mg/ml'lik K;
degeriyle PPO enzimi i¢in en etkili inhibitor etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
Tanacetum vulgare'nin kurutulmus ¢igek oOziitiiniin konsantrasyonu arttirildikga
karisik inhibisyon sekline uygun olarak Ki degerinin arttigt ve Vmaks'in azaldigi
belirlenmistir. Rosmarinus officinalis'in kurutulmus yaprak 6ziitiiniin enzim tizerinde
yart yarismali inhibisyon seklinde etkili oldugu tespit edilmistir. Bundan dolay1
Rosmarinus officinalis'in kurutulmus yaprak 6zitii 8,05 mg/ml'lik Ki degeriyle PPO
enzimini en az oranda etkiledigi belirlenmistir. Yapilan caligmada diger bitki
Oziitlerinin inhibisyon etkilerine bakildiginda c¢ogunun enzim {iizerinde karisik

inhibisyon seklinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Son yillarda endiistri alaninda en 6nemli gelismelerden birinin biyolojik sistemlerin
kullanildig1 kimyasal reaksiyonlarla iligkili olmas1 nedeniyle ¢esitli reaksiyonlarda
kullanilabilecek organizmalara veya saf enzimlere olan talep ve ihtiyac gittikge
artmaktadir. Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel organik
reaksiyonlardan hizli ve yiiksek verimle iiriin olusumuna neden olmaktadir. Bu
Ozelliklerinden dolay1 ¢ok c¢esitli endiistriyel alanlarda kullanimlart miimkiindiir.

Polifenol oksidazlar ozellikle fenollerin oksidasyonu ile ilgili reaksiyonlar
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katalizleyen enzimler olduklarindan, bu agidan son yillarda olduk¢a ilgi
gormektedirler. Bu nedenle, polifenol oksidaz enzimleri i¢in yeni kaynak bulunarak
saflagtirilmasi, karakterize edilmesi ve bazi yeni liriinlerin enzimatik sentezi miimkiin
olabilecegi diisiiniilmektedir. Polifenol oksidaz enzimlerin potansiyel kaynaklari
bitkiler olup Paulownia tomentosa agacindan saflastirilan polifenol oksidaz
enziminin varligi, bu tiirden ¢alismalarin daha kapsamli bir sekilde yapilip,
endiistriyel uygulamalar i¢in kullanigh olabilecegi agisindan 6nem arz etmektedir.
Besinlerdeki enzimatik esmerlesme olaylarmmin ortaya konmasi, hem insan
beslenmesi hemde saglik agisindan besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak ve

¢Ozlimler bulmak agisindan oldukga dnemlidir.

Bu c¢alismanin olumlu sonuglari ile endiistrinin farkli alanlarinda enzim kararliligin
ve kullanimim arttirmak igin ilk olarak Paulownia tomentosa agacindan polifenol
oksidaz enzimi, ii¢c fazl saflastirma (UFS) metodu ile tek basamakta saflastirilmis
olup literatiire yeni PPO kaynag saglamis olacaktir. UFS metodu diger ¢ok adiml,
maliyeti yliksek kromatografik saflastirma tekniklerine kiyasla uygulanmasi basit,
maliyeti  disiik, genis hacimlerde kullanilabilir ve oda sicakliginda
gerceklestirilebilen bir biyoayrim teknigidir. Bu o6zellikleri teknigin daha yaygin

olarak diger enzimlerinde saflagtirilmasina da kullanimini arttirmaktadir.

Sonug olarak, polifenol oksidaz enzimi Paulownia tomentosa agacindan literatiirde
ilk defa bu calismada iiclii faz saflastirma (UFS) metodu ile saflastirilmis ve
biyokimyasal 6zellikleri incelenerek karakterize edilmistir. Calismanin devaminda
toplanan ¢esitli bitki 6ziitlerinin polifenol oksidaz enzimi {izerinde inhibitor etkileri
incelenmistir. Bu olumlu sonuglar ile hem yeni PPO enzim kaynagi hemde yeni
dogal bitkisel kaynakli PPO inhibit6rlerinin literatiire kazandirilmasi gevre, saglik ve

PPO enziminin endiistriyel uygulamalari agisindan 6nem arz ettigi ongoriilmektedir.
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