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OZET

Polifenol oksidazlar (PFO), bakir iceren metaloenzimler olup oksijen varliginda,
monofenollerin  0-difenollere hidroksilasyonunu ve o0-difenollerin de 0-kinonlara
ylkseltgenmesini katalizler.

Bu caligmada, yabani ve yenilebilir bir mantar olan Boletus erythropus’tan PFO,
Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak afinite kromatografisi
ile saflastirildi. Saf enzim, dogal ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezlerinde tek bir bant
halinde belirlendi. Optimum PFO aktivitesi, pH’in ve sicakligin bir fonksiyonu olarak,
4-metil katekol substrati kullanilarak belirlendi. Enzimin optimum pH’s1, 4-metil katekol
varliginda, 8.0 olarak bulundu. Enzimin optimum sicakligi ise, 20 °C olarak belirlendi. pH
3.0-9.0 araliginda, 4 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra B. erythropus PFO’sunun, bu
pH araliginda oldukga kararli oldugu gozlendi. Enzim, pH 3.0-9.0 araliginda, 4 °C’de 120
saat inkiibe edildikten sonra, aktivitesini % 60’1n lizerinde korudu. 4 saatlik inkiibasyondan
sonra, enzimin 10-30 °C araliginda olduk¢a kararli oldugu gozlendi. 4-metil katekol
varliginda, B. erythropus PFO’sunun K, ve Vs degerleri, Lineweaver-Burk egrisi
yardimiyla, sirasiyla, 2.8 mM ve 1428.6 U/mg protein olarak belirlendi. PFO tarafindan
katalizlenen 4-metil katekoliin oksidasyonu i¢in elde edilen lsy degerlerine gore, 6zellikle
askorbik asit ve sodyum metabisiilfit basta olmak {izere, askorbik asit, sodyum
metabisiilfit, sodyum azid ve benzoik asitin tamami, B. erythropus PFO’sunu inhibe etti.

B. erythropus PFO’sunun, toluen, diklorometan ve dikloroetan gibi organik
coziiciilerde, katesin substrati kullanilmas1 durumunda, etkili bir biyokatalizér olabilecegi
belirlendi.

Biitlin bu veriler, B. erythropus’ta mevcut bulunan difenolaz aktivitesinin diger bitki

polifenol oksidazlariyla benzer 6zelliklere sahip oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Boletus erythropus, Polifenol Oksidaz, Afinite Kromatografisi,
Karakterizasyon, inhibisyon
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SUMMARY

Purification, Characterization of Polyphenol Oxidase from Boletus erythropus and
Investigation of its Catalytic Efficiency on Synthetic Chemistry

Polyphenol oxidases (PPO) are copper-containing metaloenzymes catalyzing
hydroxylation of monophenols to 0-diphenols and the oxidation of 0-diphenols to
0-quinons in the presence of oxygen.

In this study, PPO, was isolated from Boletus erythropus using a Sepharose-
4-B-L-tyrosine-p-aminobenzoic acid affinity column. The purified enzyme was migrated as
a single band on native and SDS-poliacrylamide gel electrophoresis. Optimum PPO
activity as a function of pH and temperature was determined using 4-methyl catechol as
substrate. The optimum pH of the enzyme was found 8.0 in the presence of 4-
methylcatechol. The optimum temperature was determined at 20 °C. The B. erythropus
PPO was extremely stable at the ranged of pH 3.0-9.0 after 24 h of incubation at 4 °C at
that pH. The enzyme retained over 60 % of its original PPO activity at the ranged of pH
3.0-9.0 after 120 h of incubation at 4 °C at that pH. The enzyme was extremely stable at
the ranged of 10-30 °C after 4 h incubation. The K., and Vs values of B. erythropus PPO
were determined 2.8 mM and 1428.6 U/mg protein by Lineweaver-Burk curve,
respectively. According to |syo data of the 4-methylcatechol oxidation catalyzed by PPO,
sodium metabisulfite, ascorbic acid, sodium azide and benzoic acid, all inhibited
B. erythropus PPO, especially sodium metabisulfite and ascorbic acid.

It was investigated that B. erythropus PPO is an effectivly biocatalysis using catechin
as substrate in the organic solvents of toluene, dichloromethane and dicholoroethane.

All the data support the presence of a active diphenolase in B. erythropus having

similar properties to other plant polyphenoloxidases.

Key Words: Boletus erythropus, Polyphenol Oxidase, Affinity Chromatography,
Characterization, Inhibition

VII



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.

Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Olgunlagmis bir mantarin ana bOIGMIErT ..........ceeveeviiieiiiiecieeeee e 4
Boletus erythropus’un friiktifikasyon organlari .............c.eceevvevveverieseeeeeeeeneene. 5
Melanin pigmentlerin olusum mekanizmasi
(Laurila vd., TOO8) ..cceeeeeiieeeee ettt ettt tre e aee e sbe e e saeeenseeenes 9
Kinonlarin serbest amino asitlerle polimerizasyonu (Labuza vd., 1992).......... 10
Monofenollerin 0-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi) ..........cccceeruenee. 12
o-difenollerin 0-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi).............cccenuee... 12
PFO’nun bakir MerkKeZISTi ........eeeuiieiiiieeiiieeiie et 13
Panulirus interruptus hemosiyaninin deoksi-yapisi.
Bakir atomlar1 mavi; histidinler yesil; Phe351 turuncu
renklerle gosterilmistir (Decker ve Tuczek, 2000).........ccceevieeiiienineiiienieeienne 14

Octopus hemosiyaninin oksi-formunun yapisi. Agik mavi: tirosin substrati,
histidin yesil; sistein sart; bakir mavi; oksijen kirmizi; Leu2689 turuncu

renklerle gosterilmistir (Decker ve Tuczek, 2000).........ccccveevieeenieeenieeeiieene, 14
Polifenol oksidaz i¢in 6nerilen monofenolaz ¢evrimi (Siegbahn, 2003) .......... 15
PFO igin 6nerilen difenolaz ¢evirimi (Q: 0-kinon) (Siegbahn, 2003)............... 16
PFO i¢in 6nerilen monofenolaz ve difenolaz mekanizmalari ........................... 17
Polifenol oksidazin kromojenik niikleofil (MBTH)

varliginda monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri.........cocoevveviininiiiniincniinnnne 24
Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklari............cccceeeeveenciiencieeniiieeien, 43

Afinite kromatografisi ile Boletus erythropus’tan PFO’nun saflastirilmasi...... 53

Dogal poliakrilamid jel elektroforezi ...........cecceeeiieniieeciieniiiieieeece e 55
SDS poliakrilamid jel eleKtroforezi..........ceecveerieriienieeiieieeieeie e 56
B. erythropus’tan saflastirilan PFO aktivitesinin pH ile degisimi..................... 57
B. erythropus’tan saflagtirilan PFO aktivitesinin sicaklik ile degisimi............. 58
PFO aktivitesi iizerine protein konsantrasyonunun etkisi ..........cccceevuervenennnene 59
4-metilkatekol varliginda PFO’nun substrat doygunluk egrisi .............cccveuneeen. 60
4-metilkatekol varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk grafigi......... 60
4-metilkatekol varliginda elde edilen Hill €ZriSi.......ccccueevuieniiiiiieniiiiieieeee 61
B. erythropus PFO’sunun pH kararlili1 ..........ccoeevevienieiiiiiiieiicieeeeeeeee 62
PFO’nun 4 saat sonunda 1s1l kararlilik €Zrisi .........cccvevevierieniiiniienieeieenieeiens 63

VIII



Sekil 26.
Sekil 27.

Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34.

B. erythropus’tan saflastirtlan PFO’nun 1s1l kararliliginin zamanla degisimi... 64

Enzimin farkl sicakliklardaki hiz sabitlerinden yararlanarak aktivasyon

enerjisinin BelirleNMESI ........covviiiiiiiiieiiecii e 65
PFO’nun sodyum metabisiilfit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi........ 67
PFO’nun askorbik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.................... 67
PFO’nun sodyum azid inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.................... 68
PFO’nun benzoik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi ..................... 68

Toluen varliginda katesinin ([}H]) ve PFO katalizli son {irtiniin ilgili
pigmentinin (¢—4) spektofotometrik tarama grafigi........cccccceevvevevierciienneennen. 70

Diklorometan varliginda katesinin ([H1) ve PFO katalizli son tirtiniin ilgili
pigmentinin (¢—4) spektofotometrik tarama grafigi........cccccceeevveevveniiienneennen. 71

Dikloroetan varliginda katesinin ([JH]) ve PFO katalizli son iiriiniin ilgili
pigmentinin (¢—4) spektofotometrik tarama grafigi........cccccceeevevevverciienneennee. 71

IX



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Kullanilan cthazlar ...........cooooiiiiiii e 35
Kullanilan kimyasal maddeler............coocooiiiiiiiiiiiiii e 35
Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri / hazirlaniglart............cccooceeiieniiiniiniiieen. 36
Dogal poliakrilamid jel elektroforezinin bilesenleri ...........cccceveeveereniencenennee. 45
SDS jel elektroforezinin bileSenleri ..........cccoeeveeeiiierciienieeee e, 47
PFO’nun B. erythropus’tan saflagtirilmast...........ccccoeeeeeieiecierieneneseee e 54
PFO’nun katalizledigi reaksiyon i¢in hesaplanan termodinamik degerler.......... 66
B. erythropus’dan saflastirilan PFO inhibitorlerine ait Iso degerleri................... 69
PFO aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarmin etkisi .........ccccoeeveviercieenciieienenns 69



BSA
DHPPA :
DMF
DOPA
EC
EDTA
EU

IUB

SEMBOLLER DiZiNi

Bovin Serum Albumin
3-(3,4-dihidroksifenil)propanoikasit
Dimetil foramid
3,4-dihidroksifenilalanin

Enzim kod numarasi

Etilendiamin tetraasetik asit

Enzim Unitesi

Planck sabiti (6.6261xjxK™")
Uluslararas1 Biyokimya Dernegi
Hiz sabiti

Boltzmann sabiti (1.3806x107 jxK™)
Kilodalton
3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon
Mesajc1 Riboniikleik Asit
Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Polifenol oksidaz
Fenilmetilsiilfonilfloriir

Ideal gaz sabiti

Sodyum Dodesil Siilfat

Sicaklik (K)
Tris(hidroksimetil)amino metan
Aktivasyon enerjisi
Michaelis-Menten sabiti
Maksimum hiz

Serbest enerji

Entalpi degisimi

Isitma isleminden 6nceki aktivite
Entropi degisimi

Kalan aktivite

XI



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Besinlerin depolanmasi esnasinda ve ¢arpma, kesme, kabuk soyma, dilimleme gibi
mekanik zedelenmeler sonucunda, sebze veya meyve dokularinda, saridan kahverengi ve
siyaha kadar gelisebilen renk degisimleri meydana gelir. Esmerlesme veya kararma olarak
bilinen bu renk degisimleri, bitkilerde ve diger memelilerde meydana gelen en yaygin
oksidasyon reaksiyonlarindan biridir. Esmerlesme, genellikle fenolik bilesiklerin kinonlara
oksidasyonu ve takiben de enzimatik olmayan oksidasyon reaksiyonlariyla, hizli ve kolay
bir sekilde polimerleserek, koyu renkli ve suda az ¢6ziinen pigmentlerin olusturuldugu
polimerlesme islemleriyle sonuglanan bir olaydir (Laurila vd., 1998). Enzimatik
esmerlesmeden sorumlu tutulan polifenol oksidaz enzimi (PFO), sebze ve meyvelerde
fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonunu katalizler.

Tiiketicinin yiyecek se¢imi yaparken diisiindiigii dort etken, yiyecegin goriiniisii, tadi,
sertlifi veya yumusakligi ve besinsel degeridir. Goriiniig, 6zellikle renk bakimindan
tilketiciye etki eder ve besin kalitesini degerlendirmede, tiiketicinin oncelikli olarak
onemsedigi o6zelliklerden biridir. Besinlerin rengi, klorofiller, karotenoidler ve
antosiyaninler gibi dogal olarak olusan pigmentlerden kaynaklanabilecegi gibi, enzimatik
ve enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucu olusan pigmentlerden de kaynaklanabilir
(Marshall vd., 2000).

Besinlerin depolanmasi ve endiistriyel olarak islenmesi esnasinda, esmerlesme
reaksiyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan renk degisimleri, ¢ogu zaman istenilen seviyede
durdurulamamaktadir. Bunun sonucunda, besinlerin fiziksel goriiniislerinde ve besinsel
degerlerinde degismeler meydana gelmektedir. Bu da, besinin hem ekonomik ve besinsel
degerini kaybetmesine hem de raf Omriinlin azalmasina sebep olarak, ciddi problemler
ortaya ¢ikarmaktadir (Whitaker ve Lee, 1995).

Enzimatik esmerlesmenin tiimii, bitkinin tiirline gore farklilik gosterir. Bitkilerde
enzimatik esmerlesme, aktif PFO konsantarsyonuna, pH’ya, sicakliga ve dokularda mevcut
bulunan oksijene baglidir. Bunlardan birinin ortadan kaldirilmasiyla bu reaksiyonlar

durdurulabilir veya azaltilabilir.



Besinlerde esmerlesme denildigi zaman, genellikle besinin iiretiminden olusum
siirecine kadar, esmerlesmenin zararli etkileri belirtilir. Oysa ki, baz1 enzimatik
esmerlesme reaksiyonlari, besin i¢in ¢cok faydalhidir. Cay, kahve ve kakao, bir¢ok iilke igin
oldukca 6nemli tiriinlerdir (Ensminger vd., 1995). Siyah ve yesil ¢ay ile kakaonun renk ve
tat gelisimi, Ozellikle fermentasyon ve kuruma doneminde enzimatik esmerlesmeye
baghdir. Ayrica, lziim, erik, hurma ve incir gibi meyvelerin kurutulmasiyla,
karakteristik sar1 veya kahverengini almalar1 da enzimatik esmerlesmenin bir
sonucudur.

Polifenol oksidazlarin, bocek ve mikroorganizmalarin bitkilere saldirmasini ve ¢liriik
olusumunu oOnlemede anahtar fizyolojik rol oynadigi diisiiniilir. Meyve ve sebzeler
olgunlastiklar1 zaman, onlarin fenolik bilesenlerinde meydana gelen azalmadan dolayz,
hastaliklara karsi hassasiyetleri artar. PFO, fenolik bilesiklerden kinonlarin olusumunu
katalizler ve olusan kinonlar, polimerizasyon reaksiyonlariyla polimerlesirler.
Bu polimerlesme, antibakteriyal ve antifungal aktivite gosteren melaninlerin iiretilmesiyle
sonuglanir. Olusan bu melaninler, ayn1 zamanda sebze ve meyvelerin saglikli kalmasina
yardimci olur (Marshall vd., 2000).

Enzimatik esmerlesme sonucunda olusan melaninlerin, antibakteriyal, antikanser ve
antioksidan 6zelliklere sahip olmalari, arastirmacilarin enzimatik esmerlesmeye biiytik bir
ilgi duymasina neden olmustur. Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan
kaldirmak ve yararli olan esmerlesme reaksiyonlarmi optimize etmek ig¢in, besinlerin
bilesimindeki degisimlerin, besinsel ve toksikolojik a¢ilardan tanimlanmasi ve bu arzu
edilmeyen yoOnlerin durdurulmasina ihtiya¢ vardir. Besinlerde ayni anda birden fazla
esmerlesme isleminin meydana gelmesi miimkiindiir. Bu nedenle, ¢esitli bitkilerdeki
esmerlesme olaylarinin ortaya konulmasi, etkilerinin anlagilmasi ve ¢oziimler bulunmasi,
hem insan beslenmesi hem de saglik agisindan, olduk¢a Onemlidir. Enzimatik
esmerlesmenin onlenmesinde ise en gecerli yontem, PFO aktivitesinin kontrol edilmesidir.
Bu nedenle, enzim aktivitesine etki eden parametrelerin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.
Meyve ve sebzelerin islenmesi sirasinda uygulanan prosesleri en aza indiren, uygun yeni
teknolojilerle birlikte, meyve ve sebzelerin kisi basina diisen tiiketimindeki artis, birgok

tilke icin ekonomik yararlar saglayacaktir (Labuza, 1992).



1.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Mantarlar ¢ok eski zamandan beri bilinmekte olup, ¢ok cesitli alanlarda insanliga
faydali olmuslardir. Fakat mantarlarin hakiki yapilar1 ve biiyiime sekilleri hakkindaki
bilgiler, ancak 17. asirda mikroskobun kesfiyle elde edilmeye baslanmistir.

Mantarlar, hiicre ¢eperlerine sahip olmalar1 ve hareketsiz olmalar1 ile hayvanlardan,
daha biiyiik, cok sekilli ve hakiki ¢ekirdege sahip olmalar1 ile bakterilerden, fotosentetik
pigmentlerinin bulunmamasiyla bitki, alg ve mavi-yesil alglerden (Cyanobacteria) ayrilir.
Genellikle mantarlarin vejetatif yapilart silindir seklinde tilipsii iplik¢iklerden olusur. Bu
tiipsii iplik¢iklerin her birine “hif” denir. Hiflerin bir araya gelerek olusturduklar1 vejetatif
yapiya “tallus” denir. Tallusu olusturan hif topluluguna ise “misel” denir (Ozkaragoz,
1978). Hifler u¢ kisimlarindan gelisir. Mantarlarda hiicre ¢eperi genellikle kitin, bazi
mantarlarda ise seliiloz yapidadir. Birgok mantarda ¢eper yapisina kitin veya seliilozun
yani sira bazi ara maddelerde katilir. Bu ara maddeler mantarin tiirtine ve hifin yapisina
bagl olarak degisir. Ceper ara maddeleri ise lignin, kallos ve diger bazi organik
maddelerden olusur (Baydar, 1989). Hiicre ¢eperinin bilesimi, hiicrenin yasina ve g¢evre
kosullarina, sicakliga, ortamin pH’sina gore de farklilik gosterir. Hiicrenin i¢i protoplazma
ile doludur. Renksiz ve saydam olan sitoplazma, lipidik graniiller ve ¢ubuk seklinde
olusumlar icerir. Vakuoller hiicrenin hem gaz alis verisini diizenler, hem de sitoplazmanin
atiklarini barindirir.

Sekil 1’de olgunlagmis bir mantarin ana boliimleri goriillmektedir. Mantarlarin toprak
altt kismin1 miseller, toprak tistii kismini ise sapka ve sap kismi olusturur. Toprak alti
kismin1 olusturan miseller, bitkilerdeki kokler gibi, ortamdan su ve besin maddelerini
alarak baska noktalara gonderilmesini saglarlar. Sapka, altinda bulunan, spor {iireten
lamelleri 6zellikle yagmurdan ve diger etkilerden korur. Sapkanin {izerinde biiyiliyen hif,
once radyal olarak yukari dogru, daha sonra asagi dogru yayilir. Sapkanin genislemesi
sonucunda, sapkanin kenarlar1 sap kismindan ayrilir ve daha sonra sapka ylizeyi,

Ozellesmis yapilar ve pigmentler gelistirebilir (URL-1, 2005).



Sapka Pul

Sekil 1. Olgunlagmis bir mantarin ana boliimleri

Sap, yukar1 dogru yiikseltmis oldugu sapkay: topraktan korur ve sapimn yiikseltmis
oldugu sapkada bulunan sporlar bdylece riizgarla birlikte yayilabilir. Sap kismi, uzun ve
silindirik veya kisa, egri ve dayanikli olabilir. Bu ozellikler her cins igin genelde
karakteristiktir (URL-1, 2005).

Lameller, gencken pembe, daha sonra ise lizerinde tasidigi sporlarin olgunlasarak
renk degistirmesi nedeniyle koyu kahverengi olup, ince ve diisey levhalar seklinde ve sapin
sapkayla birlestigi noktadan, sira sira ¢ikarak yayilirlar. Lamellerin yilizeyi, himenyum
olarak da bilinen, spor iireten bir tabaka ile kaplanmistir. Lameller iizerinde bulunan
basidiosporlar olgunluga ulasinca, dogaya yayilirlar. Bu sporlar, uygun bir ortam
buldugunda, ¢imlenerek mantar1 olusturmaya baslarlar. Olgunlasma ile lameller, yogun bir
sekilde siklagsarak genis yer tutarlar. Mantarlar, lamellerin sap kismina baglanma
sekillerine bakilarak daha iyi tanimlanabilir (URL-1, 2005).

Kapeik, olgunlasmamis meyve veren kismi sarar. Fakat, genislemeyle birlikte
parcalanir, sapka pullar1 ve sap kisminin dibinde fincan seklinde bir kisim olusur. Yiiksiik,
sapka uglarmm1 sap kismina baglayarak, olgunlasmamis solungaglart orter. Mantarin

bliylimesiyle bu ortii bozularak sap halkasi seklini alir (URL-1, 2005).



1.2.1. Boletus erythropus Makromantarimn Morfolojik Ozellikleri

Yenilebilir, sapkali bir mantar olan Boletus erythropus Pers., mantarlar aleminin
Basidiomycetes smnifi, Boletales takimmin Boletaceae ailesine aittir. Yaz aylarinin
sonlarinda ve sonbahar doneminde yetisir. Kozalakli agaglarin ve kisin yapraklarin1 doken
agaclarin altlarinda, kiregsiz, asidik veya asidik olmayan toprakta olusur. Gengken ince
tilylii ve yarim kiiresel seklinde olan sapkasi, ilerleyen donemlerde gittik¢e daha konvesks,
diiz, piriizsiiz ve parlak olur. Olgunlagsma doneminde sapkasinin genisligi 5-20 cm
araliginda degisebilir ve rengi, kirmizimsi, koyu cikolata kahvesi, soluk kahve veya
bakir-bronz renkli olabilir. Sapkanin iist yiizeyi sar1 renklidir. Yaralanma veya kesme
sonucu rengi hizla kararir. Bu mantarin sap kismi, kii¢iik, kirmizi beneklerle kaplidir. Sap
uzunlugu 5-15 cm ve genisligi 2-4 cm aralifinda degismekte olup, silindirik seklinde ve
parlak sar1 renklidir. Pismis hali yenilebilir. Ancak, pismemis yenmesi durumunda bazi

mide bozukluklar1 yapabilir ( Breintenbach ve Kranzlin, 1991).

Sekil 2. Boletus erythropus’un friiktifikasyon organlari


http://www.indexfungorum.org/Names/genusrecord.asp?RecordID=17175

1.2.2. Makromantarlarin Bazi Kullanim Alanlar:

Mantarlarin 6nemi giin gectikce artmaktadir. Ciinkii, gerekli bilesikleri icermesi ve
yan etkilerden uzak olmasi nedeniyle, geleneksel bir ilag olarak c¢esitli hastaliklarin
onlenmesinde ve iyilestirilmesinde kullanilmaktadir. Dogal {iriinler arasinda mantar,
kolayca ve bol miktarda elde edilmesi, ayrica ucuz olmasi nedeniyle klinik ¢caligmalarda en
potansiyel aday olarak goriilmektedir. Mantar orijinli antibiyotikler glinlimiizde bakteriyel
enfeksiyonlar i¢in kullanilmaktadir. Arastirmalar, fungal karbohidratlar yoluyla mantarin
antikanser dogasi, ozellikle akciger kanserine etkisi iizerinde yogunlagsmistir. Mantarlari,
cesitli kabilelerin ¢ok eskiden beri tedavi edici olarak kullanmalari, arastirmacilarin
ilgisini, mantarlarin tibbi potansiyellerinin 6nemini ortaya koymaya yonlendirmistir.
Mantarlar herbal tedavinin uygulandigi toplumlarda, diger mantarlarla veya otlarla
karistirilarak onlarin biyoaktifligini arttirici/azaltict veya yan etkilerini onleyici olarak
kullanilmiglardir (Blackwell, 1988).

Birgok mantarin biyoaktif bilesimi incelenmis olup, Basidomisetlerin klinik
uygulamalarina iligkin birka¢ 6rnek asagida sunulmustur.

Ganoderma lucidum (Curt. ex Fr. ) Karst., genel kiriklik, istahsizlik ve uykusuzluk
problemlerine karsi kullanilir. Son yillarda klinik yonde oldukca ilgi ¢eken bu mantarin
belli bir terapatik dozu kalp hastaliklarini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir. Deneysel
calismalarda mantarin hipolidemik bir madde igerdigi ve serum kolesterolii diigiirdiigii
ortaya ¢cikmistir. Mantarin ayrica radyasyon zararlarina kars1 koruyucu etkisi vardir. Klinik
testlerde timor biiylimesini Onleyen karbohidratlar igerdigi ortaya ¢ikmustir (Blackwell,
1988; Sesli, 1994).

Fomitopsis officinalis (Fr.) Bond.& Sing. kiicik dozajlart1 uyku sirasinda agir
terlemeyi kontrol etmek icin, yiiksek dozajlar1 ise miishil olarak kullanilir. Mantar ayrica
pnomoni, kanser ve kotli huylu iilserin iyilestirilmesi i¢in kullanilir. Sporlar su ve balla
karistirthp  i¢ildigi zaman bogaz acilarmi, larenjit ve bogaz enfeksiyonlarini
iyilestirmektedir. Karigim ayni zamanda iyi bir balgam soktiiriictidiir. Sporlarin kulak, g6z
enfeksiyonlarini ve ¢ibanlari iyilestirici etkisi vardir.

Mantar bilesiklerinin insanin bagisiklik sistemini uyararak kanserlere karsi etkili
oldugu giiniimiizde bilinen bir gercektir. Antikanser mantarlarin bir ¢ogu ayni zamanda
kolesterolii azaltan bilesiklere sahip oldugundan kardiyovaskiiler hastaliklarin kontroliinde

kullanilirlar (Sesli, 1994; Colak vd., 2007).



Sapkali mantarlarin kullanim alanlarindan biri de kagit endiistrisidir. Kagit hamuru
elde etme yontemlerinin hepsinde ortak amag¢, hammadde i¢inde bulunan lifsel hiicreleri
bir arada tutan ve kagitta istenmeyen bir renk olusumuna neden olan ligninin pratik ve
ucuz bir sekilde ortamdan uzaklastirilmasidir. Kompleks bir yapiya sahip olan lignin,
yiiksek sicaklik ve basingla birlikte yeterli miktarda degisik kimyasal maddelerin kullanimi1
ile ayristirilabilir. Bu islem, asir1 enerji ve kimyasal madde kaybina ve elde edilen kagit
hamurunun renginin bozulmasina neden olur. Kagit hamurlar1 ancak, agartma ad1 verilen
diger bir kimyasal islemle kaliteli hale getirilebilir. Biyobozunma iglemleri ile, hem enerji
ve kimyasal madde tliketiminden tasarruf edilmis, hem de ¢evre kirliligi azaltilarak kaliteli
kagit hamuru tiretimi saglanmis olur. Yapilan ¢alismalar, Lentinus edodes (Leatham, 1985)
ve Pleurotus ostreatus’un (Bostanci ve Yalinkiling, 1989) lignini pargalayarak,

biyobozunma islemlerinde basariyla kullanilabileceklerini gostermistir.

1.3. Esmerlesme Reaksiyonlari

Meyve ve sebzelerin depolanmasi esnasinda ya da carpma, kesme, kabuk soyma,
dilimleme gibi mekanik zedelenmeleri sonucunda meydana gelen ve saridan kahverengi
veya siyaha kadar olan bazi renk degisimleri, esmerlesme olarak bilinir. Esmerlesme
reaksiyonlari iki farkli sekilde ortaya ¢ikabilir:

v" Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari

v" Enzimlerin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlart

1.3.1. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlari

Besinlerde gerceklesen ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari genelde
Maillard reaksiyonlar1 olarak bilinir (Hodge, 1953). Maillard reaksiyonlari, ilk kez amino
asitlerle indirgen sekerler arasinda gergeklesen bir islem olarak tanimlanmigtir. Fakat
glinlimiizde, diger birgok tiirden karbohidrat ve amino grubu igeren bilesikler igin de
kullanilmaktadir. Seker kaynaklari, dekstroz, fruktoz, sukroz, nisasta ve maltodekstrin
olabilmektedir (Lee ve Nagy, 1988; Mauron, 1981).

Maillard reaksiyonlarinin ilk asamasinda seker-amin kondenzasyonu ve amadori

diizenlenmesiyle bir schiff bazi olusur. Ikinci asamada ise, seker dehidrasyonu ile



fermentasyonu ve amino asit parcalanmasi gerceklesir. Bu asamada, ketozaminin amino
grubunun serbest hidrojeni bir diketozamin olusturmak iizere ikinci bir aldoz molekiiliiyle
reaksiyona girer. Bu adimda gerceklesen amino asitlerin Strecker diizenlenmesinde bir
schiff baz1 olusur. Olusan bu schiff bazi kolayca hidrolizlenir ve bir aldehid olusur.
Olusturulan bu bilesikler daha sonra melanoid iiretimine katkida bulunur. Ugiincii asamada
heterohalkali azot igeren bilesiklerin iiretimi s6z konusudur. Gergekte esmerlesme bu
adimda olur. Melanoidlerin olusumu, ileri Maillard reaksiyonlar1 esnasinda olusan oldukca

reaktif ara iiriinlerin polimerizasyonuyla sonuglanir (Mauron, 1981).

1.3.2. Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlari

Esmerlesme reaksiyonlar1 icinde en yaygin olarak rastlanani enzimatik esmerlesme
reaksiyonlaridir. Bitkilerde enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 iki sekilde ortaya cikabilir
(Friedman, 1996; Friedman, 1997). Bunlardan biri, sebze ve meyvelerde bulunan fenol
bilesiklerinin kinonlar1 vermek iizere PFO ile katalizlenen oksidasyon reaksiyonlaridir. Bu
reaksiyonlar sonucu olusan kinonoid bilesikler, daha sonra enzimatik olmayan
reaksiyonlarla kahverengi melanin pigmentlerine polimerlesirler (Sekil 3) (Laurila vd.,
1998). Normal sartlarda enzim hiicre igerisinde oksijenle temas halinde degildir. Fakat,
meyve veya sebze kesildigi ya da zedelendigi zaman, enzim hiicre disina ¢ikarak
molekiiler oksijen varliginda, baz1 fenolik bilesiklerle reaksiyona girer ve renkli bilesikleri
olusturur (Lee vd., 1990; Valero ve Garcia-Carmona, 1998; Rocha vd., 1998; Manzocco
vd., 1999; Chang vd., 2000; Mathewson 2000).
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HO CH— COOH
/ HO CH— COOH
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Sekil 3. Melanin pigmentlerin olusum mekanizmasi (Laurila vd., 1998)
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Diger enzimatik esmerlesme reaksiyon tiirii ise, fenolik bilesiklerden tiiremis
kinonlarin, serbest amino asit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir (Sekil 4)
(Labuza vd., 1992). Patateste ve kazein iceren karisik besinlerde, okside olmus klorojenik

asidin kazein ile olan reaksiyonlari, bu tiirden reaksiyonlardir.

OH

Fenol R on
SO,
Monofenolaz
sulfit
v oH 0

Difenolaz

. © R 0 = Kahverengi Pigment

i [}
o-difenol 0-kinon
stlthidril ' . .
bilesikleri R'NH (amino asit)
OH OH o
-2H
R OH R OH —— R O
R"SH R'NH R'N

Renksiz

Sekil 4. Kinonlarin serbest amino asitlerle polimerizasyonu (Labuza vd., 1992)

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari, bitkinin cesidine, tiirline, yetistigi bolgeye ve
meyvenin olgunluguna gore degisim gosterir. Enzimatik esmerlegsmenin olabilmesi i¢in,
PFO, bitki vakuollerinde bulunan ve PFO’nun etkiledigi fenolik substratlar ve molekiiler
oksijenin bir arada bulunmalar1 gerekir. Ayrica, sicaklik ve pH gibi enzim aktivitesini
direkt olarak etkileyen sartlarin da uygun olmasi gerekir. Enzimatik esmerlesme, fenolik
substratlar, molelekiiler oksijen ve PFO’dan birinin ortadan kaldirilmas: ile azaltilabilir

veya durdurulabilir (Pekyardimci, 1992).
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Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda olusan ve ilk kilit madde olan o-kinonlar,
renksiz bilesiklerdir ve bizzat herhangi bir renk bozunmasina neden olmazlar. Ancak,
olusan 0-kinon ve tiirevlerinden daha sonra dimerler olusur ve olusan bu bilesikler daha
biiyiikk molekiillii bilesiklere polimerize olurlar. Iste renk bozulmalarmimn esas nedeni,

esmer renkli olan bu polimerlerdir (Mcweeny, 1974; O’brein ve Morrissey, 1989).

1.4. Polifenol Oksidaz Enzimi ve Tabiattaki Dagilimi

Polifenol oksidazlar, oksidorediiktaz sinifina ait bifonksiyonel enzim olup, bakir
iceren proteinlerin bir grubudur (Robb, 1984; van Gelder vd., 1997). Bu grubun ortak
ozelligi, molekiiler oksijen varliginda polifenollerin oksidasyonunu katalizlemesidir.
Uluslararas1 Biyokimya Derneginin (IUB) enzim komisyonuna gdre, PFO’nun birbiriyle
baglantili iki ¢esit aktivitesi vardir. Bunlar: katekol oksidaz veya o0-difenol:oksijen-
oksidorediiktaz (EC.1.10.3.1) ve kresolaz ya da monofenol monooksijenaz
(EC.1.18.14.1)’dir (Yelena vd., 1996). Enzimin katalizledigi reaksiyona gore kullanilan
adlar1 da vardir ve bunlardan bazilari; tirosinaz, kresolaz, monofenol oksidaz, difenol
oksidaz, o-difenolaz, katekol oksidaz, dopa oksidaz, monofenol monooksidaz, o-difenol
oksido rediiktaz seklindedir (White ve White, 1997).

PFO, ilk olarak 1856 yilinda, Schoenbein tarafindan yemeklik mantarda bulunmustur
(Whitaker, 1972). Daha sonra, bazi turuncggillerde, pek ¢ok meyve ve sebzelerde PFO
belirlenmis ve karakterize edilmistir (Laurila, 1998).

PFO, memeliler, mikroorganizmalar, sebze, meyve, deniz iiriinleri ve mantarlara
kadar ¢ok genis bir filogenetik yelpazede bulunur. Buna ek olarak, baz1 toprak tiirlerinde,
glikoz oksidaz gibi oksidorediiktaz enzimlerinin yani sira PFO’nun varlig1 ve aktivitesi
bildirilmektedir (Sarkar vd., 1989; Mos’ko vd., 1992; Gul’ko, ve Khaziyev, 1993). Farkl
bitkilerin PFO igerigi, tlire ve bitkinin yetistirilis bicimine gore degismektedir. Hatta, ayn1
organizmanin farkli organlarinda bile farkli karakteristik o6zellik gosterebilmektedir.
Enzimin bitki hiicrelerindeki yerlesimi, bitkinin tiirline ve yasina, meyve ve sebzelerde ise
olgunluga baglidir (Harel vd., 1964; Tolbert, 1973; Stephens ve Wood, 1974; Padron vd.,
1975; Mayer, 1987).
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1.5. Polifenol Oksidaz’in Katalizledigi Reaksiyonlar ve Mekanizmalari

Uluslararas1 Biyokimya Dernegi’ne bagli enzim komisyonu tarafindan yapilan
simiflandirmada,  biitin =~ PFO’larin,  ylikseltgenme-indirgenme  reaksiyonlarini
katalizledikleri i¢in, birinci sinif enzim olduklar1 belirlenmistir. Bu siniflandirmaya gore
PFO, iki farkl aktivite gostermektedir. Bunlardan biri, monofenollerin 0-difenollere
0-hidroksillenme reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1) ve enzimin bu aktivitesi, monofenolaz
veya kresolaz aktivitesi olarak bilinir. Digeri ise, 0-difenollerin 0-kinonlara oksidasyonuyla
sonuc¢lanan reaksiyondur (E.C.1.10.3.2) ve enzimin bu aktivitesi de difenolaz veya
katekolaz aktivitesi olarak bilinir (Cabanes vd., 1994; Rodriguez-Lopez vd., 1994; Espin
vd., 1997; Fenoll vd., 2000; Espin vd., 2001; Brooks vd., 2004).

OH OH
OH
Monofenolaz
(Tirosinaz)
CH, THZ
HZN_CH—COOH HZN—CH—COOH
Tirosin 3,4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

Sekil 5. Monofenollerin 0-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)

OH (0]
OH (0]
Difenolaz
(katekolaz)
(|3H 2 CH 5

HZN——CH———COOH HZN——CH———COOH
Dihidroksifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

Sekil 6. o-difenollerin 0-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi)



Kimyasal ve spektroskopik calismalar, PFO’nun, biniikleer bakir kompleksi iceren

bir aktif bolgeye sahip oldugunu gostermistir. PFO’nun merkezi, Tip3 bakir merkezi olarak

bilinir.

His

His / <O, | \\ His His , HlS
Cu : Cu Cu Cu
ZINGTN ZINGTN
His His His His His H His 18
oksi-PFO met-PFO
His ., \\His
3 .
Cu -------- Cu
x4 [
His i His HiS
deoksi-PFO

Sekil 7. PFO’nun bakir merkezleri

Oksijenlenmis form (0ksi-PFO), her biri iki gii¢lii ekvatoryal ve bir zayif aksiyal Ny
ligandlariyla baglanmis iki tetragonal Cu(II) atomu igerir. Eksojen oksijen molekiili,
peroksit olarak baglanmistir ve iki Cu merkeziyle koprii olusturmustur. met-PFO,
oksi- forma benzerdir ve bir endojen kopriiyle baglanmis antiferromagnetik iki tetragonal
Cu(Il) iyonu igerir. deoksi-PFO, bir [Cu(I)-Cu(I)] yapisina sahiptir. PFO’nun aktif
bolgesindeki bu bakir durumlari, monofenollerin orto-hidroksilasyonu ve difenollerin
oksidasyonunda gereken reaksiyon mekanizmalari i¢in yapisal bir modeli 6nerir (Sanchez
vd., 1995).

PFO’nun aktif bolgesi hemosiyaninin aktif bolgesiyle benzerdir (Sekil 8, 9).
Hemosiyaninler, PFO’lardaki substrat-aktif bolge arasindaki iligkiyi anlamak igin bir
model sistem olarak kullanilir (Decker ve Tuczek, 2000). Bu model sistemler {izerinde
gerceklestirilen arastirmalar, monofenollerin PFO katalizli doniisiimlerinin, substratin

enzimin 0OkSi- formuna baglanmasi ile basladigini ortaya koymustur.
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Sekil 8. Panulirus interruptus hemosiyaninin deoksi-yapisi. Bakir atomlar1 mavi;

histidinler yesil; Phe351 turuncu renklerle gosterilmistir (Decker ve Tuczek,
2000).

i £ b - ' &

Sekil 9. Octopus hemosiyaninin 0ksi-formunun yapisi. Agik mavi: tirosin substrati; histidin
yesil; sistein sari; bakir mavi; oksijen kirmizi; Leu2689 turuncu renklerle
gosterilmistir (Decker ve Tuczek, 2000)
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Polifenol oksidazin monofenolaz ve difenolaz ¢evrimlerinin, genellikle birbirlerine
baglantili olduklar ifade edilir. Ciinkii, 6nce monofenolaz ¢evriminde bir difenol tretilir
(kresolaz reaksiyonu) ve bundan sonra difenolaz cevriminde (katekolaz reaksiyonu)

kullanilir.

\ / N
(D) 'Cu — Cu (D > (IECu< | > Cu )
-/ | / | 0" |\
His His His . His
His His His His
Q Tirosin
+ \\»H‘F
H,0 \
H+
Y
Hs 0 O Mis His D s
a Cu  Cudh = a cul | , Cu(l
/ | o |\ 71 N7 |\
His | g . His His | His
His His His His

Sekil 10. Polifenol oksidaz i¢in dnerilen monofenolaz ¢evrimi (Siegbahn, 2003)

Monofenolaz ¢evriminde, deoksi-formundaki enzim oksijenle oksi-forma doniisiir ve
fenoliin hidroksi grubu, oksi-formundaki [Cu(I)-O,-Cu(I)] PFO’nun bir bakir atomuna
aksiyal konumda baglanir. Daha sonra orto-konumunda bir oksijenlenme meydana gelir.
PFO’nun bir monofenolii donistirebilecek tek aktif merkez formunun oksi-formu
olduguna dikkat edilmelidir. Bu form, Cu(I)-O,-Cu(l) seklinde yazilabilir, fakat daha
uygun olarak peroksid [Cu(I)-O,*-Cu(I)] seklinde ifade edilir. Substratin
baglanmasindan sonra olusan bu bes koordinatli ara iiriiniin yeniden diizenlenmesini
takiben, fenolik substratin orto-hidroksilasyonu, su kaybi ve difenolik iiriiniin

koordinasyonu gerceklesir.
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Sekil 11. PFO i¢in 6nerilen difenolaz ¢cevirimi (Q: 0-kinon) (Siegbahn, 2003)

Difenolaz ¢evriminde, oksi-formdaki enzime bir difenol baglanir. Molekiil igi
elektron transferi sonucu 0rto-benzokinon iiriinii olusur ve bu sirada enzimin deoksi-formu,
yeni bir katalitik ¢evrime girmek tizere hazir hale gelir.

Monofenolaz ve difenolaz katalitik c¢evrimlerinin birlestirilmesiyle tam bir

mekanizma basit olarak Sekil 12°deki gibi gosterilebilir.
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Sekil 12. PFO i¢in 6nerilen monofenolaz ve difenolaz mekanizmalari
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Olusturulan o-kinon bilesikleri, canlilarda bulunan en reaktif ara triinlerdir ve
enzimatik olmayan oksidasyon reaksiyonlar1 ile hizli bir sekilde ve kolayca polimerleserek,
koyu kahverengi ve suda az ¢oziinen polimerik yapilara doniisiirler. Boylece esmerlesme
reaksiyonunun karakteristigi olan pigmentler olusturulur.

Hem monofenolaz ve hem de difenolaz g¢evrimlerinde goriildigi gibi, katalitik
cevrimlerin ilging bir tarafi, net reaksiyonda disaridan her hangi bir protona ihtiyag
duyulmamasma ragmen, olduk¢a yogun bir proton akigmin var olmasidir. Ornegin,
difenolaz ¢evriminde (Reaksiyon 11) O-O bagmin parcalandigi sirada {i¢ protona ihtiyag

vardir.

1.6. Polifenol Oksidaz’in Substratlari

Sebze ve meyveler, ¢ok cesitli fenolik bilesikler icerirler. Ancak, bu bilesiklerin ¢ok
az bir kism1 PFO’ya substrat olabilmektedir. Fenolik ve polifenolik bilesiklerin bir¢ok bitki
tiirtinde ikincil metabolitler olduklar1 ve bu bilesiklerin oksidasyon tiriinlerinin, bitkilerin
bakteri, mantar ve viriisler gibi patojenlere kars1 bir savunma sisteminde rol oynadiklari
diistintilir. PFO ile katalizlenmis polimerizasyon reaksiyonlari, hasar gdren bitki
ylizeylerinin iyilesmesine yardimci olur. Ayrica, polifenolik bilesiklerin antimutajenik,
antikanserojenik, antiglisemik ve antioksidatif 6zelliklerinin oldugu da bilinmektedir. Bu
ozellikler, daha saglikli olmayi saglayacak besin maddelerinin gelistirilmesi, kiif
olusumunun engellenmesi ve proteinsel besin degerlerinin arttirllmas1 amaciyla
kullanilabilir (Hughes, ve Swain, 1962; Czerkaskij, 1970; Friedman, 1997). Bitkilerdeki
fenolik bilesikler, bitkinin tiirtine, kiiltliriiniin yapilmasina, biiylime ve saklanmasi sirasinda
cevresel sartlara ve olgunlasma derecesine gore ¢esitlilik gosterir. Ayrica fenolik bilesikler,
bitkinin rengine ve tadina da katki da bulunur (Marshall vd., 2000).

PFO’nun en yaygin substratlar1 basit yapili fenoller, klorojenik asit ve tiirevleri ile
flavonoid tipi fenollerdir. Basit fenolleri genelde, katekol ve kresol gibi fenolik bilesikler

yaninda tirosin ve tiirevleri ile sinnamik asit olusturur.
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OH
OH
OH
CH,
Katekol p-kresol

Birgok besin maddesinde bulunabilen tirosin, enzimatik oksidasyon sonucu,

3,4-dihidroksifenil alanin (DOPA) iizerinden melanin olusumunda 6nemli bir rol oynayan

substratlardandir.
OH
OH
OH OH
,OH
CH,
CH, CH, |
| CH,
|
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH NH,
Tirosin 3,4-dihidroksifenil alanin Dopamin

(DOPA)

Sinnamik asit, daha ¢ok klorojenik asit tiirevleri ve flavonoidlerin olusturulmasinda
rol oynar. Patateste klorojenik asit, patates yumrularinin fenolik igeriginin yaklasik
% 90’m1 olusturur ve bu bilesigin bir ¢ok izomeri ¢esitli teknikler yardimiyla tespit
edilmigtir. Patates, seftali ve fasulye yapragi PFO aktiviteleri, klorojenik asit ve kafeik asit
varliginda oldukga farklilik gosteriyorken, L-DOPA varliginda benzer aktiviteler gosterdigi
bildirilmistir (Whitaker, 1972).
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COOR,
H = COOH
H
OH
K R, OH OH
Ry Kinik asit

Sinnamik asit: R,=R,=R,=R,=H

Kafeik asit: R,=R,=OH, R,=R,=H

Ferulik asit: R,=OH, R,=OCH,;, R,=R,=H
Klorojenik asit: R,=R,=OH, R,=H, R,=Kinik asit

Katesinler, flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleridir ve dogada (+)-katesin ve onun

stereoizomeri olan (-) epikatesin olarak bulunurlar (Ganguly ve Seshado, 1958).

Flavonoid

Katesin: R,=H, R,=OH
Epikatesin: R,=OH, R,=H

Dogal fenolik substratlarin her birinin sebze ve meyvelerde sebep olduklari
kararmaya katkilari, fenollerin konsantrasyonuna ve lokalizasyonuna bagl oldugu kadar,

farkli kinonlardan elde edilen makromolekiiler pigmentlerin renk siddetine de baghdir.
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Bazi meyve ve sebzelerde PFO’nun ana substrati, bitki materyallerinde bulunmayan
fenolik bilesiklerdir (Hermann, 1976; Espin vd., 1988).

Substrat spesifikligi yalniz meyve ve sebzenin cinsine bagl degildir. Ayn1 zamanda,
belli bir dl¢iiye kadar enzim 6ziitiiniin, meyve ve sebzenin hazirlandigi kismina da baglhdir.
Aktivitenin incelendigi pH degeri de substratin kullanilabilirliligini etkiler (Lavollay vd.,
1963; Vamos-Vigyazo ve Gejzago, 1978).

1.7. Polifenol Oksidaz’in inhibisyonu

Mantarlarin ve diger besinlerin olgunlagsmasi, depolanmasi ve islenmesi esnasinda,
enzimatik esmerlesmeden kaynaklanan ciddi ekonomik kayiplar meydana geldigi icin,
enzimatik esmerlesmenin kontrolii, besin isleme endiistrisinde olduk¢a Onemli olup
arastirmacilar tarafindan da ilgi gérmektedir. PFO katalizli esmerlesme, sadece enzimin
inaktive edilmesiyle degil, ayn1 zamanda enzimatik reaksiyon i¢in gerekli olan O, veya
fenolik substratin ikisinin ya da birinin ortamdan uzaklastirilmasiyla da onlenebilir. Ayrica
enzimatik esmerlesme, enzimatik olarak olusturulan kinonik iiriinlerin bloke edilmesiyle ve
enzimatik olmayan reaksiyonlarin sebep oldugu renkli bilesiklerin olusumunun
engellenmesiyle onlenebilir (FDA, 1996).

PFO’nun bir ¢ok inhibitorii bilinmektedir ve giinlimiizde esmerlesmeyi onlemek i¢in
bu inhibitorlerden bazilar1 kullanilmaktadir. Kullanilan inhibitorler, besinlerde enzimatik
esmerlesmeyi durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyen ve zehirli olmayan maddeler
olmalidir (Ferrar ve Walker, 1996).

Silfitler cok kullanilan bir PFO inhibitoriidiir ancak, sebze ve meyvelerin taze olarak
pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilmasi durumunda kullanimina izin verilmez
(FDA, 1996). Siilfitler, enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesmeleri Onler,
mikroorganizmalarin biiylimelerini kontrol eder, agartict ve oksitlenmeyi onleyici madde
olarak rol oynar. Ancak bunlarin yaninda siilfit kullaniminin baz1 dezavantajlar1 vardir.
Siilfitlerin, besinleri yikicit 6zelligi yaninda bitki ve meyvelerde doku yumusamasi ve
tatsizlik meydana getirdigi bilinmektedir (Langdon, 1987; Anonymous, 1991; McEvily
vd., 1991). Yayinlanan bir ¢ok rapora gore, bazi1 insanlarin 6zellikle astim hastalarinin
siilfit bilesiklerine karsi hassas olabilecekleri belirtilmis ve bu yilizden diinyada siilfit
kullanimina ortak kisitlama getirilmis hatta birgok gelismis iilkede de yasaklanmistir

(Ding vd.; 2002). Siilfit katilmis besinlerin sagliga karst etkileri ve miisterilerin taze ve
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dogal besinleri tercih etmelerindeki artis, siilfit ajanlarina alternatif baska etkili ajanlarin
aragtirtlmasina neden olmustur. Bir inhibitor olarak {izerinde en ¢ok calisilan madde
askorbik asittir. Ayrica sitrik asit, sitrik-askorbik asit ve benzoik-sorbik asit karisimlarinin
uygulanmasi da minimum diizeyde islenmis patateslerde etkili sonuglar vermistir. Karides,
elma ve patates i¢in 4-hekzilrezorsinol iyi bir enzimatik esmerlesme inhibitoriidir
(Monsalve-Gonzalez vd., 1993; Lou ve Barbaso-Canovase, 1995; Whitaker 1972;
Castaner vd., 1996).

PFO’nun bir diger etkili inhibitorii sisteindir.  Sistein tarafindan PFO’nun
inhibisyonunun, enzimin difenolaz aktivitesiyle olusan o0-kinonlarla sisteinin
tiyol-konjugatlarini olusturmasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Ayrica sistein, olusan
o-kinonlar1 ilgili fenollerine indirgeyerek de inhibisyon saglamis olur (Cilliers ve
Singleton, 1990; Marshall vd., 2000).

PFO, prostetik grup olarak bakir igeren bir metaloenzim oldugu i¢in, siyaniir, karbon
monoksit, sodyum dietil ditiyo karbamat (DIECA), merkaptotiyazol, dimerkaptopropanol,
azid veya potasyum metil ksantat gibi metal selatlayic1 reaktiflerle inhibe edilebilir
(Laurila vd., 1998).

Polifenoller, dogada son derece yaygin olarak bulunan maddelerdir ve bir ¢ok
cigegin renginden de sorumlu olduklar1 i¢in bitki tanninleri olarak ta bilinirler. Bunlarin
bazilar1 kompleks bilesiklerdir ve bitkilerin kok, kabuk ve yapraklarinda bulunurlar. Basit
yapida bulunanlari ise ¢ogunlukla taze meyve, sebze ve ¢ayda bulunurlar. Bazi potansiyel
PFO inhibitorleri; kompferol, kursetin, kukarinon ve kusnol gibi bir¢ok bitkiden izole
edilen flavanoidlerdir (Kubo ve Yokokava, 1992; Kubo ve Kinst-Hori, 1999; Ha vd., 2001;
Chen ve Kubo, 2002). Bu ¢aligmalara gore flavanoidlerin inhibisyon o6zelligi, aktif
bolgedeki bakirla selat olusturabilme yeteneginden ileri gelmektedir.

2-hidroksi-4-metoksi benzaldehid, sinnemaldehid, aris aldehid, 3,4-dihidroksi
sinnamik asit, kumik asit gibi ¢ok sayida aldehid ve tiirevlerinin, PFO i¢in inhibitér madde
olabilecekleri belirlenmistir (Kubo ve Kinst-Hori, 1998; Lee vd., 2000; Lee, 2002).
Aldehid grubu, siilfhidril, amino ve hidroksi gruplar1 gibi niikleofilik grup olmast
nedeniyle biyolojik 6neme sahiptir. Bu sebeple inhibisyon etkisinin, enzimin primer amino
gruplariyla schiff bazi olusturmasindan ileri geldigi sdylenmektedir.

Ayrica, ¢esitli sentetik orjinli PFO inhibitorleri de rapor edilmistir. Bunlardan bazilart

antidepresif ila¢ olan kaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2-metilpropionil)-L-prolin] ve antitroid
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ilag olan methimazol (1-metil-2-merkaptoimidazol)’diir (Andrawis ve Kahn, 1996; Espin
ve Wichers, 2001).

Hidrojen peroksit, hidroksilamin, tioller ve aromatik karboksilik asidler gibi bir ¢ok
kimyasalin da inhibitér olarak PFO aktivitesini kisitlayic1 06zellige sahip oldugu

bilinmektedir (Kubo ve Kinst-Hori, 1998).

1.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

PFO aktivitesi, farkli monofenolik ve difenolik substratlar varliginda ve g¢esitli
manometrik, polarografik, kronometrik ve spektrofotometrik ydntemler yardimiyla,
substratin tlikenme veya tiriiniin olusum hizinin 6l¢iilmesiyle belirlenebilmektedir.

Fenolik substratlarin oksidasyonu sirasinda kullanilan O,, bir respirometre ile
sistemin oksijen harcamasi esasina gére manometrik olarak ya da bir oksijen elektroduyla
polarografik olarak Slgiilebilir (Mayer vd., 1966).

Aktivite Ol¢timleri esnasinda, PFO’nun reaksiyon inaktivasyonunu geciktirmek i¢in,
cesitli yontemler kullanilir. Bu yontemlerden birinde, reaksiyon karigimi, enzim ve
substratin yan1 sira, olusan kinonlar1 hemen indirgeyen, hidrokinon veya askorbik asit gibi
negatif indirgenme-ylikseltgenme potansiyeline sahip bir veya daha fazla bilesik igerir ve
sistemin indirgenme-ylikseltgenme potansiyeli polarografik olarak oOlgiilebilir. Bir diger
yontemde, reaksiyon karisimina kolay okside olabilen askorbik asit ilave edilir ve askorbik
asidin maksimum absorbans verdigi 265 nm’de, konsantrasyonundaki azalma ol¢iiliir.
Askorbik asidin tiilkenme hizi, enzim aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon
sistemindeki hiz1 belirleyen adim kinon<ssubstrat transformasyonudur. Kronometrik
metotta ise, askorbik asit varliginda, reaksiyon sirasinda olusan kinonlardan kaynaklanan
rengin ilk goriildiigii an tespit edilir.

Askorbik asit yerine, 420 nm’de absorbans veren potasyum hegzasiyanoferrat
trihidrat (K4[Fe(CN)s].3H,0) kullanilabilir. Bu durumda, askorbik asidin mevcudiyeti veya
265 nm’de absorbans veren bitki materyalleri sonuca etki etmez. Bu metodun diger
avantajlar1 ise, hegzasiyanoferratin 6zellikle asidik bolgelerdeki pH degisimlerine karsi
askorbik aside gore, daha az hassas olmasi ve c¢ozeltide daha kararli olmasidir
(Vamos-Vigyazo, 1981).

Spektrofotometrik islemlerde ise, genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da

esmerlesme reaksiyonunun bir iiriinliniin olugma hiz1 6lgiilerek enzim aktivitesi tayin edilir
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ve bu yontem daha cabuk ve kolay oldugundan digerlerine gore tercih edilir
(Whitaker, 1972).

PFO’nun monofenolaz ve difenolaz aktivitesi 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon
(MBTH) gibi kromojenik bir niikleofil varliginda, olduk¢a duyarli ve dogru bir sekilde
spektrofotometrik olarak Olgiilebilir. Enzimatik reaksiyon sirasinda olusturulan 0-kinon,
niikleofil ile renkli katilma {irtinleri verir ve bu katilma iirlinleri 500 nm ve civarindaki
karakteristik absorbsiyonlari ile belirlenir (Sekil 13). Bu reaksiyonun mekanizmasi detayl

bir sekilde ortaya konmustur (Rodriguez-Lopez vd., 1994).
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Sekil 13. Polifenol oksidazin kromojenik niikleofil (MBTH) varliginda monofenolaz ve
difenolaz aktiviteleri (M: Monofenol, D: Difenol, K: 0-kinon, N: Kromojenik
niikleofil, ND: Niikleofil-difenol renksiz katilma {iriinii, NK: Niikleofil-kinon
kromoforik katilma tirlinii)

3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon yerine, her bir tiyol molekiilii basina bir mol

kinon tiiketen ve renksiz kondenzasyon iiriinii olusturan, sar1 renkli bir bilesik olan
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2-nitro-5-tiyobenzoik asit de kullanilabilir. Enzim aktivitesi, 2-nitro-5-tiyobenzoik asidin
412 nm’de absorbansindaki azalmasimin spektrofotometrik olarak Olgiilmesiyle tespit
edilebilir (Esterbauer vd., 1977).

Son yillarda ¢ok daha etkin spektrofotometrik yontemler gelistirilmistir. Bu amacla,
PFO aktivitesinin daha dogrudan belirlenmesine olanak saglayabilen substratlar
tasarlanmis ve sentezlenerek monofenolaz ve difenolaz aktivitesinin dogrudan kantitatif
olarak belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilmiglardir. Bunlardan biri de, geleneksel
substratlar yerine bunlara yapisal olarak benzeyen diazo-tiirevleri olan substratlarin
kullanilmastyla saglanmistir (Haghbeen ve Tan, 2003).

Bu teknikler disinda niikleer magnetik rezonans ve yiiksek performansl sivi
kromotografi yontemleri de baz1 arastirmacilar tarafindan kullanilmis olmasina ragmen bu

yontemler oldukca pahali cihazlar1 ve uzmanligi gerektirir.

1.9. Polifenol Oksidaz’in Baz1 Kaynaklardan Saflastirilmasi

PFO’nun en 6nemli 6zelliklerinden biri, bitki dokularinda aktif olmayan bir halde
bulunabilme yetenegidir. Ancak, asit-bazlar, iire, poliaminler, anyonik deterjanlar,
proteazlar ve yag asitleri tarafindan aktive edilebilecegi bildirilmistir (Kenten, 1957; Swain
vd., 1966; Sanchez-Ferrer vd., 1989; Jimenez-Atienzar vd., 1991; Sanchez-Ferrer vd.,
1993). Enzimin inaktif formunda izole edilebilmesi icin aktivasyonunu veya
modifikasyonunu onlemek amaciyla, uygun kosullarda calisilmasi gereklidir. Bitkisel
orneklerin, soguk aseton ile toz haline getirilmesi veya amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmesi,
boyle bir islem icin oldukca uygundur. Boyle bir islemle elde edilen 6ziitlerde, daha sonra
Triton X-114, Triton X-100 veya Tween-80 gibi iyonik olmayan bir deterjan yardimiyla ve
sicaklikla indiiklenmis faza katilma teknigi olarak tanimlanan bir islemle olusturulan iki
fazdan, sulu fazda enzimin ¢oziiniirlestirilip diger bilesenlerden ayrilmasi saglanmis olur
(Sanchez-Ferrer vd., 1990). Bazi bitkisel 06ziitlerden PFO iceren dokularin
homojenizasyonu sirasinda, doku hasarina bagli olarak olusan ve fenolik bilesiklerin
oksidasyonu ile ortaya ¢ikan esmerlesme reaksiyonlari dolayisiyla olusan ve suda
¢Ozlinlirligli az olan pigmentler, islem sirasinda problem olabilir. Bu nedenle diisiik
sicakliklarda ¢alismak, bu problemi bir miktar azaltabilir ki s1vi azot ortaminda bdyle bir
homojenizasyon islemi, uygun tampon c¢ozeltiler varliginda gerceklestirilebilir

(Sanches-Ferrer vd., 1990; Jimenez-Atienzar ve Garcia-Carmona, 1996).
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Aseton ile enzimin bitkisel Oziitlerden c¢oOktiiriilmesi de oldukga tercih edilen bir
yontemdir ve boyle bir islemle genellikle oldukga yiliksek PFO aktivitesi elde edilmistir.
Homojenizasyon ¢ozeltisinin pH degerinden enzimin aktivitesi etkilenebileceginden,
tampon ¢Ozeltinin se¢imi de enzimin izolasyonunda Onem tasir. Bazi durumlarda,
homojenizasyon c¢ozeltisine, cesitli indirgenme-yiikseltgenme olaylarin1 Onlemek ve
boylece enzim aktivitesini korumak amaci ile, indirgen reaktifler ya da enzim inhibitorleri
katilabilir. Sodyum azid, askorbik asit, glutatyon, ditiyotreitol, sistein, sodyum metabisiilfit
veya tiyotire gibi gesitli bilesikler bu amagla kullanilmistir (Friedman, 1997).

PFO’nun  bitki dokularindan izolasyonu sirasinda, fenolik  bilesiklerin
oksidasyonunun ve dolayisiyla polimerlesmelerinin engellenmesi amaciyla, genellikle
ortama, bu fenolik bilesikleri baglayip ortamdan uzaklastirabilecek ve genelde polimerik
yapida olan polivinilpirrolidin, poliamit ve polikaprolaktam gibi bir madde ilave edilir.
Daha sonra bu polimerik yapi, ortamdan uygun tamponlarla yikama yoluyla
uzaklastirilarak, fenolik oksidasyon engellenmis olur. Bazi durumlarda da polietilen glikol
bu tiir oksidasyon iglemlerini 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir (Dinger, 1999).

Homojenize edilen enzim 6ziitlerinden PFO’nun saflagtirilmasi, genellikle amonyum
siilfat veya aseton ile c¢oOktiirmeyi takiben, kromatografik basamaklari icerir. Bu
kromatografik islemlerde santrifiijlenip hazirlanan berrak ¢ozelti,
dietilaminoetil (DEAE)-Sephadex veya DEAE-seliiloz gibi anyon degistiricileri tizerinde
iyon degisim kromatografisi, Sephadex G-100 veya Sephadex G-200 iizerinde jel
filtrasyon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi islemlerine tabi tutulur
(Mayer, 1987). Kromatografi sonrasinda, PFO iceren eliiatlar birlestirilir ve bazi durumda
asetonla veya amonyum siilfatla ¢oktiiriilerek PFO konsantre edilir. Bazi dokulardan
PFO’nun saflastirilmasi i¢in bu kromatografik tekniklerden biri yeterli olurken, genellikle
kombinasyonlar1 seklinde kullanildiginda, daha yiiksek saflikta enzim saflastirilmasi
gerceklestirilebilir.  Ornegin, fasulye PFO’su, DEAE-Sephacel iyon degisim
kromatografisi, onu takiben fenil agaroz matriksi iizerine hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve son olarak da Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile, ii¢
basamakli kromatografik teknikler kullanilarak saflagtirilmistir  (Paul ve Gowda, 2000).
Gawlik-Dziki ve arkadaslar1 (2007) tarafindan, iki kromatografik teknik sirasiyla
kullanilarak, bir tiir marul PFO’su, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi ve
Sephadex G-100 jel flitrasyon kromatografisi teknikleriyle saflagtirilmigtir. Bir tiir mantar

PFO’su ise, DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ve onu takiben de hidroksiapatit
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kromatografisi ile saflastirllmistir (Fan ve Flurkey, 2004). Ayrica, daha once fenil
Sepharose-CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisiyle PFO, tek basamakta c¢esitli bitki
kaynaklarindan saflagtirllmistir (Wissemann ve Lee, 1980; Janovitz-Klapp vd., 1989;
Zhou vd., 1993; Das vd., 1997). Cok kullanilan bir teknik olan jel filtrasyon kromatografisi
ile de tek adimda PFO saflastirma islemi, Chazarra ve arkadaslari (2001) tarafindan bir tiir
maruldan, Xu ve arkadaslar1 (2004) tarafindan bir tiir kestaneden ve Erat ve arkadaslari
(2006) tarafindan Ferula sp.’den gergeklestirilmistir.

Afinite kromatografisinin, biyolojik molekiillerin saflastirilmasinda ve izolasyonunda
giiclii bir teknik oldugu ispatlanmistir. 1953 yilinin baslarinda Lerman, seliilloza baglanmig
mantar PFO’sunun fenolik ve substitue benzoik asit tiirevi inhibitdrlerinin etkili bir afinite
absorbanlar1 olabilecegini gostermistir. Daha sonra, Gutteridge ve Robb (1973), mantar
PFQO’sunun, yarigmali bir inhibitdr olan 4-amino benzoat’t Sepharose-4B’ye baglayarak,
bu afinite adsorbantinin enzimin saflastirnsmasinda kullanish oldugunu gostermistir. Ayni
donemlerde, O’Neill ve arkadaslar1 (1973), Sepharose-4B’ye, aminofenol tasiyan camlara
ve p-amino benzil selilloza fenolik, katekolik ve benzoil gruplarimi baglayarak, hangi
adsorbantin mantar PFO’suna spesifiklik gosterdigini arastirmislardir. Bu adsorbantlardan
dopamin afinite kolonlar1 ham enzim 6ziitlinden enzimi baglamay1 basarmistir. Ancak bu
kolonlar, kendiliginden oksidasyona ugradigindan dolayi, tekrar tekrar kullanilamamastir.

Kat1 desteklere baglanmis inhibitorler, fenolikler alkil gruplari ve antibadiler ile
mantar PFO’sunun saflastirilmasi, bazi arastirmacilar tarafindan incelenmis ve olumlu
sonuclar elde edilmistir (Flurkey ve Jen, 1980; Yonekura vd., 1981; Wissemann, ve
Montgomery, 1985).

Pathak ve arkadaslar1 (1992) yaptiklar bir ¢calismada, afinite kromatografisi {izerine
aktivasyon metotlarinin etkisini aragtirmislardir. Bu amagcla, patates PFO’sunun afinite
kromatografisinde kullanilmak iizere, CNBr veya divinilsiilfon (DVS) ile aktive edilmis
Sepharose-4B’ye degisik wuzanti kollar1 ve uzanti kollarina da ligand olarak
p-aminobenzoik asit’in baglanmasiyla cesitli afinite jelleri hazirlanmistir. Bu calisma
neticesinde, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye p-aminobenzoik asit’in
baglanmasiyla olusturulan afinite jelinin, PFO adsorbsiyonunun yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Arslan ve caligsma ekibi (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, Sepharose-4B, CNBr ile
aktiflestirilden sonra, uzanti kolu olarak L-tirosin ve uzanti koluna da ligand olarak

p-aminobenzoik asit baglanmistir. Boylece, Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit
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senteziyle hazirlanan afinite jeli kullanilarak yapilan afinite kromatografisi ile PFO,

dut meyvelerinden, tek adimda ve 74 kat saflastirilmistir.

1.10. Polifenol Oksidaz’in Baz1 Organizmalarda Bulunusu

Cok genis bir filogenetik yelpazede bulunan PFO, sahip oldugu énemli fonksiyonlari
nedeniyle, bir ¢ok arastirmaci tarafindan, farkli organizmalarda ¢alisilmastir.

Bir tiir Izmir iiziimiinden, (Vitis vinifera L.), PFO, Sephadex G-100 jel flitrasyon
kromatografisi ile 26.15 kat saflastirilmig ve spesifik aktivitesi, 186.44 U/mg protein olarak
bulunmustur. Yapilan substrat spesifikligi calismasinda, iiziim PFO’sunun en yiiksek
aktiviteyi katekol varliginda gosterdigi belirlenmistir. Bu substrat varliginda enzimin
optimum pH degeri 7.2, optimum sicakligi ise 25 °C olarak belirlenmistir. Yapilan termal
kararlilik ¢alismasinda ise, enzimin 20-40 °C araliginda 30 dakika inkiibasyonundan sonra,
aktivitesini % 50’nin iizerinde korudugu bildirilmistir (Onez, 2006).

Mineral ve vitaminler agisindan olduk¢a faydali ve besleyici bir meyve olan dut,
zayiflik semptomlarinin tedavisinde kullanilmaktadir ve hem kurutularak hem de taze
olarak tiiketilebilmektedir. Dut meyvelerinden hazirlanan enzim o6ziitinden PFO,
sentezlenen Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli 1ile, afinite
kromatografisi yapilarak 74 kat saflastirilmigtir. Saf enzimin optimum pH’si, 4-metil
katekol varliginda 5.0 ve katekol varliginda 7.0 iken, optimum sicaklig1 ise, 4-metil katekol
varliginda 20 °C ve katekol varliginda 45 °C olarak belirlenmistir. Dut PFO’sunun,
difenolleri okside ettigi ancak monofenollere karsi bir aktivite gostermedigi, bu nedenle de
enzimin aktivitesinin difenolaz aktivitesi oldugu bildirilmistir. Saf enzim tatbik edilerek
yapilan SDS poliakrilamid jel elektroforezinde, yaklasik 65 kDa’a karsilik gelen tek bandin
varlig1 belirlenmistir. Ayrica, yapilan inhibisyon ¢alismasinda, dut PFO’su i¢in en etkili
inhibitoriin p-aminobenzen sulfonamid ve bunu takiben de, sulfosalisilik asit, L-sistein ve
glutatyon oldugu bildirilmistir (Arslan vd., 2004).

Filipinlerde yetistirilen bir muzda yapilan arastirmada, meyvenin soyulmus etli
kisminda yiiksek miktarda dopamine rastlanmis ve bu maddenin ham veya kismen saf
PFO tarafindan oksidasyona ugratildig: bildirilmistir (Riggin vd., 1976). Saflastirma ve
karakterizasyon esnasinda yapilan islemlerde, oksidasyonun hizli gergeklestigi dopaminin
en iyi substrat oldugu anlagilmistir. Muzdan elde edilen enzimin substrat spesifitesi, Japon

armudu (Tono vd.,1986), lahana (Fuyjita vd.,1991) ve patlicandan (Fujita ve Tono, 1998)
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farklilik gostermektedir. Saflastirilmis enzimde dopamin i¢in K, 2,8 mM ve optimum pH
6,5 olarak tespit edilmistir. Ayrica, 3.0-11.0 araligindaki pH degerlerinde, enzimin
48 saatlik inkiibasyonundan sonra, pH 5.0-11.0 araliginda, baslangi¢ aktivitesini % 90
oraninda korudugu gézlenmistir. Saf enzimin optimum sicakliginin 30 °C oldugu ve 70 °C
tizerinde 10 dakika 1sitildiginda aktivitesinin % 80 oraninda kayboldugu bildirilmistir.
Cu*", Mn*", Zn*", Ba®" gibi metal iyonlarinin zayif inhibitorler oldugu, L-askorbik asid ve
sisteinin 1 mM konsantrasyonunun tamamen inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir
(Galeazzi ve Sgarbieri, 1981; Sojo vd., 1998). SDS-PAGE elektroforezinde molekiil
agirligi 42 kDa olan saf enzime ait tek bir bant goriilmiis ve jel filtrasyon kromatografisiyle
de bu proteinin molekiil agirlig1 yaklasik 41 kDa olarak bulunmustur. Bu sonug¢ saf
enzimin bir monomer olabilecegini gostermektedir (Yang vd., 2000).

PFO’nun etkili oldugu bir diger organizma mantarlardir. Endiistriyel olarak en az
diizeyde islenmis mantarin, saklama esnasinda enzimatik esmerlesmeden dolay1 raf dmrii
birka¢ giin ile siirlidir (Burton ve Twyning, 1989). Mantardaki esmerlesmeye sebep
olabilecek enzimler olan PFO, lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri, Portabella mantarinda
calisilmig ve PFO’nun mantar dokularindaki en bol enzim oldugu belirlenmistir. Ayrica,
kinetik ve inhibisyon ¢alismalar1 sonucu, mantardaki esmerlesmenin biiyiik bir oraninin
PFO’dan kaynaklandig: bildirilmistir (Zhang ve Flurkey, 1997).

Gonen kaplicalarindan izole edilen ve termofilik bir bakteri olan Anoxybacilus
kestanbolensis K1 veK4' bakterileri ile hazirlanan hiicreigi enzim ozitinde yapilan
calismada, difenolaz aktivitesi i¢in belirlenen en iyi substrat 4-metil katekoldiir. Ayrica,
4-metil katekol varliginda optimum pH’mn 9.5, optimum sicaklik degerinin ise 70 °C ve
80 °C oldugu bulunmustur. Optimum sicaklikta, A. kestanbolensis K4' bir saat
bekletildiginde sahip oldugu difenolaz aktivitesini kaybetmedigi ancak, K1 susu
durumunda ise aym aktivitenin 80 °C’ de arttigi gozlenmistir. Her bir susta bulunan
difenolaz aktivitesi alkali pH degerinde oldukga yliksek kararlilik gostermistir. Difenolaz
aktivitesi K1 ve K4' suslarinda 0,01 mM sodyummetabisiilfit, askorbik asid ve L-sistein
ilavesiyle tamamen inhibe edildigi; 1mM Mn*" ortama ilave edildiginde ise aktivitenin
6.4 ve 5.3 kat arttig1 bildirilmistir (Yildirim vd., 2004).

Son yillarda, bitkilerden PFO genlerinin izolasyonu konusunda da ¢esitli ¢alismalar
yapilmis ve domates (Newman vd., 1993), patates (Hunt vd., 1993), iiziim (Dry ve
Robinson, 1994) ve melez kavak agacindan (Constabel vd., 2000) PFO’yu kodlayan genler

izole edilmistir. Domatesin yedi bireysel genomik klonu izole edilmis ve elde edilen her bir
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genin tam niikleotit dizisi belirlenmistir. Bu bitkide PFO ekspresyonunun floral organlarda
oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir (Newman, 1993). Patateste ise gelismekte olan
dokularda ytiksek diizeyde ekspresyon gozlenirken, tamamen gelismis dokularda ise diisiik
diizeyde ekspresyon belirlenmistir (Hunt, 1993). Uziim cDNA’nin biitiin olarak 67 kDa’luk
bir proteini kodladig: tespit edilmistir. Ayrica, Southern emdirme yontemi ile de liziimde
tek bir PFO geninin varligi belirlenmistir (Dry, 1994). Molekiiler diizeyde PFO
ekspresyonunu belirlemek icin yapilan bir diger ¢alismada, melez kavak agaci cDNA’s1
elde edilmis ve bu cDNA’nin, 563 amino asitten olusan, uzunlugu 1912 baz ¢ifti ve toplam
agirligr 64 kDa olan proteini kodladigi belirlenmistir. Bu PFO proteininin amino ucu,
67 amino asitlik bir bolge igermekte olup, transit bolge olarak kabul edilmistir. Bu transit
bolge PFO’nun, kloroplastlara ve tilakoid liimene taginmasini saglamaktadir. Bu ¢alismada
PFO’nun varligi Southern emdirme yontemiyle de gosterilmistir. Ayrica melez kavak
agacinin yarali yapraklarinda mRNA miktarinin saglam yapraklara kiyasla daha fazla
oldugu bulunmustur. Bu bulgular, yaralanmayla PFO aktivitesinin uyumlu oldugunu

gostermistir (Constabel vd., 2000).

1.11. Polifenol Oksidaz’in Dogada, Endiistride, Tipta ve Sentez
Reaksiyonlarindaki Rolii

PFO’nun tabiattaki en 6nemli gorevi, bitkilerin viral veya mikrobiyal enfeksiyonlara
ve muhtemelen de degisik iklim sartlarina kars1 direncinde rol oynamasidir.

Bitkilerin enfeksiyonlara karsi olan direnglerinde PFO’nun gorevi basitce soyle
aciklanabilir: Enzim etkisi sonucu olusan kinonlar, ikincil bir polimerizasyon reaksiyonlari
vererek, suda ¢oziinmeyen, koyu renkli polimerler olustururlar. Bu polimerlerle doldurulan
dokular, enfeksiyonun yayilmasma kars1i bariyer gorevi goriirler. Bu olay, bazi
aragtirmacilar  tarafindan PFO’nun ana fonksiyonu olarak kabul edilmektedir
(Vamos-Vigyazo, 1981). Membranlarin lipid igeriginin azalmasi bu acidan onemlidir.
Cinkii, bu durum membranlarin gecirgenligini etkileyebilir ve enzimin substratiyla
temasini kolaylastirarak bariyerlerin olusumunu arttirabilir. Diger bir teoriye gore de,
polifenollerin oksidatif polimerizasyonunun ara iiriinleri, enzimi inaktif edebilir veya bazi

kararsiz bitki enzimlerine ve viriislere baglanabilir (Vamos-Vigyazo, 1981).
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PFO’nun o-dihidroksifenolleri oksidasyonuyla olusan kinonlar, triptofan ile
reaksiyona girerek, indolpiriivik asit {izerinden, indol asetik asidi olustururlar. Bundan
dolay1 PFO, bitki biiylime regiilasyonunda rol alabilir (Vamos-Vigyazo, 1981).

PFO etkisiyle olusan kinonlar, humuslasma ve enzimatik olmayan kararmaya yol
acan benzer reaksiyonlara katilabilir ve bundan dolay:1 topragin organik maddelerinin
tiretimine katkida bulunabilir (Gul’ko ve Khaziyev, 1993).

Fermente iceceklerin koku ve tadina PFO etkisi, istenen bir durum olabilir. Elma
suyu ve fermente armut suyu iiretiminde, dogal olarak bulunan fenollerin polimerizasyon
ve kondanse olmus oksidasyon fiiriinleri ¢oker ve filtrasyonla uzaklastirilir. Uziim
fenollerinden, baslica katesinler, enzim ile olusturulan kinonlar, amino asitlerle reaksiyona
girebilir ve son {iriin olarak ugucu aldehidleri verirler (Erzengin, 2002).

Bazi un tiirlerinde bulunan yiiksek PFO aktivitesi, ekmek veya makarna iiriinlerinde
kararmay1r meydana getirir. Enzimatik olarak olusan kinonlarin, kazein gibi proteinlerle
reaksiyonu, makarna iirlinlerinin sindirimini ve lisin igerigini azaltir. Bu durum, besinlerin
besleyici degerlerini etkileyebilir. Enzimatik renk degisimi, pancar ve seker kamisinin
islenmesi esnasinda son iiriiniin rengine etki edebilecegi gibi olusan polimerler, sekerin
kristalizasyonunu da zorlastiracagindan ve verimi diisiireceginden dolay1 da istenmeyen bir
durumdur (Gross ve Coombs, 1975). En istenmeyen durum ise, PFO tarafindan olusturulan
kinonlarin, diisiik indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip bilesikleri okside
etmesidir ki bu bilesikler dihidroksifenollere indirgenmektedir. Bundan dolay1 kinonlar,
enzimin oksidatif etkisine yeni substrat saglamayi, reaksiyon triinleriyle inaktive oluncaya
kadar veya indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip bilesikler tiikeninceye kadar
devam ederler. Bu olay, askorbik asidin kinonlar iizerinde nasil bir etki yaptigin1 ve bu
bilesigin renk degisimini nasil Onledigini gostermektedir. Askorbik asidin tamanu
tilkeninceye kadar, kinonlar siirekli olarak indirgenir ve bdylece, kinonlar birbirleriyle veya
doniisiimsiliz renkli polimerler olusturabildikleri amino asit veya proteinlerle reaksiyon
veremez. Bundan dolayi, enzimatik kararmanin olusumu dokulardaki vitamin C’nin
tamaminin bittigini gosterir. Patlican, visne ve kirazda goriildiigli gibi, antosiyaninler, PFO
tarafindan olusturulan kinonlar ile benzer sekilde bozundurulurlar. Askorbik asit,
antosiyanin oksidasyonunu diisiik indirgenme-yiikseltgenme potansiyeli ile engeller
(Vamos-Vigyazo, 1981).

Tip ve endiistri alanlarinda kullanilmak {izere, PFO tarafindan sentezlenen maddeler

bilinmektedir ve 6zellikle, PFO, melanin olusumunda gorev almasi nedeniyle tibbi alanda
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dikkatleri tiizerine c¢ekmistir. Suda c¢Oziinmeyen heteropolimer yapidaki melanin,
5,6-dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit birimlerinden olusur ve
ozellikle kozmetik sanayi tarafindan, giinesin ultraviyole 1s1gindan korunmak amaciyla
retilir. Ayrica, ilag tutuklamada miyopolimer olarak da bu melaninlerden
yararlanilmaktadir. Bundan baska, bazi kanser tiirlerinde, kanserli hiicrede tirosinaz
aktivitesinin oldukga arttig1 gézlemlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde, enzimin
melanin sentezleme Ozelliginden faydalanilmasi giindeme gelmistir (Cigek 2000).
Memelilerde tirosinazin aktif bigimi, melanositler icerisinde bulunan o6zellesmis
sitoplazmik graniiller olan melanozomlarda bulunmaktadir. Dewey ve arkadaslar1 (1977)
tirosinazin bir substrati olan 4-hidroksianizoliin, farelerde Harding-Passey melanomasinin
gerilemesine sebep oldugunu bildirmislerdir.

Cho ve arkadaslari tarafindan (2003) yapilan bir ¢aligmada, PFO’nun biyosentetik bir
reaksiyonda, enantiyomer secici bir rol oynadigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, PFO, sadece
(+)-larreatrisini  (+)-3-hidroksilarreatrisine  hidroksillerken,  enantiyomeri  olan
(-)-3-hidroksilarreatrisine hidroksilleyememistir. Bu da PFO’nun vyiiksek substrat
spesifitesine sahip oldugunu gdostermektedir.

PFO’nun kullanildig1 bir bagka 6nemli alan ise Parkinson hastaliginin tedavisinde

kullanilan L-DOPA’nin iiretimidir (Whitaker 1995).

1.12. Calismanin Amaci ve Pratik Onemi

Son yillarda endiistri alaninda en 6nemli gelismeler, biyolojik sistemlerin kullanildig
kimyasal reaksiyonlarla iligkili olmaktadir ve cesitli reaksiyonlarda kullanilabilecek
organizmalara veya saf enzimlere olan talep ve ihtiya¢ gittikge artmaktadir. Enzim ya da
enzim gruplar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel organik reaksiyonlarindan ¢ok
daha yiiksek verimle ve reaksiyon karisiminda yiiksek saflikta {iriin olusumu seklinde
meydana gelir. Enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin ortaya konmasi ile ¢ok cesitli
endiistriyel kullanimlar1 miimkiindiir. Bu sebeple, bazi 6zel kimyasal maddelerin
tretiminde enzimlere gittikge daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzim katalizli
polimerlesme reaksiyonlar1 ile elde edilen polimerler, 6zel kimyasal maddelerin
iiretiminde, enzimlerin ne derece spesifik oldugunu gostermektedir. Bazi fenol tiirevlerinin,
polifenollerin, polianilinlerin, polifenol oksidazlar (lkeda vd., 1996) kullanilarak ilimli

reaksiyon sartlar1 altinda yiikseltgenme yoluyla polimerlestirildikleri belirtilmistir.
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Dolayisiyla, PFO’lar veya benzeri reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler bu agidan son
yillarda oldukga ilgi toplamislardir. Endiistriyel acilardan degerlendirildiginde sadece
birka¢ oksidorediiktaz, ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Ancak bu tiirden yeni
enzimlerin saflastirilip karakterize edilmesi ile bazi yeni iiriinlerin enzimatik sentezi
miimkiin olabilecektir. Bitkilerde bulunan bu tiir enzimler, potansiyel kaynaklar olarak
ortaya ¢ikmaktadirlar.

Yoremizde yetisen yabani makromantar PFO’larmin varligi, bu tiirden ¢aligmalarin
daha kapsamli bir sekilde yapilip, endiistriyel uygulamalar ig¢in kullanigh olabilecegi
acisindan Oonem arz etmektedir. Bu kaynaklardan PFO’larin saflastirilmast ile cesitli ve
yeni bazi polimerlerin veya diger kimyasal maddelerin sentezi islemlerinde
kullanilabilirliklerinin arastirilmasi hiz kazanacaktir.

Bu calismada, Trabzon’un yaylalarinda yetisen ve Fatih Egitim Fakiiltesi Orta
Ogretim Fen ve Matematik Alanlar1 Egitimi Boliimii Ogretim Uyesi Prof.Dr. Ertugrul
SESLI’nin teshis ettigi, yabani ve yenilebilir bir makromantar olan Boletus erythropus’tan,
bazi fenolik bilesiklerin yiikseltgenmesinden sorumlu oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan
PFO, bir afinite jeli (Arslan vd., 2004) sentezlenerek, bir tiir adsorpsiyon kromatografisi
olan afinite kromatografisi ile saflagtirllmigtir. Saflastirilan enzimin karakterizasyonu
kapsaminda, optimum pH ve sicakligi, pH ve 1si1l kararliligi, protein ve substrat
konsantrasyonunun, metal iyonlarmin ve bazi genel PFO inhibitorlerinin aktivite lizerine
etkisi arastirilarak, bazi kinetik verilere ulagilmis ve ayrica, Boletus erythropus PFO’sunun,
bazi organik c¢oziiciilerdeki reaksiyon yatkinligr incelenmistir.

Besinlerdeki enzimatik esmerlesme olaylarinin ortaya konmasi, hem insan
beslenmesi hem de saglik acgisindan besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak ve
coziimler bulmak agisindan olduk¢a Onemlidir. Buna gore, yOremizde yetisen ve
tiiketilebilen bu mantar, tiiketilmenin yaninda bir endiistriyel neme de sahip olabilecektir.
Bu kaynaktan saglanan oOziitten PFO enziminin saflastirilmasi ve kapsamhi
karakterizasyonu 1ile bunun sonucunda elde edilen PFO aktivitesinin inhibisyonu
verilerinin, benzer sekilde diger endiistriyel PFO kaynaklarina adapte edilmesiyle, hem
istenmeyen esmerlesmeden kaynaklanan ekonomik kayiplar azaltilmis veya 6dnlenmis hem
de besin degerini kaybetmeksizin {irtinlerin raf dmrii arttirilmis olacaktir.

Buna gore, yukarida da ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi, yapilan bu calismayla,
yeni enzim kaynaklar1 denenerek endiistrinin ihtiya¢ duydugu yeni ve potansiyel PFO’larin

saflastirilmast ve elde edilen bu enzim i¢in optimum ¢alisma sartlarinin belirlenmesi, bu
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bilgiler dahilinde, ¢esitli organik reaksiyonlarda enzimin kullanilmasi amaciyla, organik
coOziiciiler varhiginda kararlilig1 incelenerek, endiistriyel veya farmakolojik 6neme sahip
yiiksek saflikta bazi organik bilesiklerin sentezi ve bazi polimerizasyon reaksiyonlarinin

gergeklestirilmesi i¢in kaynak teskil edecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Model Firma
UV-Vis Spektrofotometre uv/2 Unicam
Sogutmali santrifiij Z36HK Hermle
Protein elektroforezi P8DS Owl Scientific
pH metre WTW Inolab
Jel goriintiileme Sistemi Gel Logic 200 Kodak
Sogutmali Inkiibator ES110 Niive
Thermoblok TS-110 Boeco
2.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Firma

Afinite Jeli Sentezinde Kullanilan
Sepharose-4B, CNBr, NaOH, NaHCO;, L-tirosin,
p-aminobenzoik asit ve NaNO;

Sigma, Aldrich
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Tablo 2’nin devami

Enzim Oziitii Hazirlama Cézeltisinde Kullanilan
Triton X-114, PMSF, EDTA ve MgCl,

Protein Elektroforezinde Kullanilan
N,N,N'N'-tetrametiletilen diamin (TEMED), Sodyum
dodesilsiilfat (SDS), Amonyum persiilfat (APS),
N,N'-metilen bisakrilamid, Akrilamid, Bromofenol
Mavisi, Gliserol, fmerkaptoetanol, Glisin, Coomassie
Brillant Blue R-250

Substratlar

Inhibitorler

Tampon Cozeltilerde Kullanilan
Sodyum Asetat, KH,PO,, K;HPO, ve Tris Bazi

Lowry Protein Tayininde Kullanilan

Sigir Serum Albumini (BSA), Na,CO;, CuSO4.5H,0,
Na-K Tartarat ve Folin Belirteci

Metal Kloriirleri
LiCl, NaCl, KCl, CaCl,, AlCl;, MnCl,, CuCl,, CdCl,,
Zl’lClz, CrClz Ve NlClz

Coziiciiler
Diklorometan, Dikloroetan, Toluen, HCI, Asetik Asit,
Metanol ve Aseton

MP Biomedicals, Sigma

Sigma, Fluka, Carlo Erbo

Sigma, Aldrich, Alfa
Aesar, Merck

Sigma

Sigma, Merck

Sigma, Merck

Merck, Fluka

Merck

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

Tablo 3. Kullanilan ¢ozeltiler ve icerikleri / hazirlanislari

Cozelti Adi Icerik / Hazirlanis

Lowry Protein Tayini

Lowry A 0,1 N NaOH i¢inde % 2 (w/v) Na,CO;
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Lowry B

Lowry C

Lowry D

% 1 (w/v) bakir siilfat ve % 2 (w/v) sodyum potasyum
tartarat (1:1)

50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B

1 hacim folin belirteci : 2 hacim saf su

SDS / Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Ayirma Jeli Tamponu
(1.5 M Tris-HCI)

Yiikleme Jeli Tamponu
(1 M Tris-HCI)

% 10 SDS

% 10 APS

TEMED

% 30 Akrilamid / Bisakrilamid:
% 29.2 (w/v) Akrilamid +
% 0.8 (w/v) N,N'-metilen
bisakrilamid

SDS Jel Yiikleme Tamponu

SDS Jel Yiirlitme Tamponu

36.3 g Tris baz1 150 mL saf suda ¢o6ziildii, 1 M HCI ile pH
8.8’¢ ayarlandi ve hacmi saf su ile 200 mL’ye tamamland1

24.2 g Tris baz1 150 mL saf suda ¢6ziildii, 1 M HCl ile pH
6.8’¢ ayarlandi ve hacmi saf su ile 200 mL’ye tamamland:

10 g SDS 50 mL saf suda ¢oziildii ve hacmi saf suyla
100 mL’ye tamamlandi

10 g APS 50 mL saf suda ¢oziildii, hacmi saf suyla
100 mL’ye tamamland1 ve 200 uL’lik hacimlerde efendorf
tiiplerine boliinerek -20 °C’de sakland1

Orijinal sigesinden kullanildi

29.2 ¢ akrilamid ve 0.8 g N,N'-metilen bisakrilamid
50 mL saf suda ¢oziildii ve hacmi saf suyla 100 mL’ye
tamamlandi

50 M Tris-HCI (pH 6.8)

% 2 SDS

% 0.1 Bromofenol mavisi

% 20 Gliserol

% 6 [-merkaptoetanol

(200 pL’lik hacimlerde ependorf tiiplerine bdliinerek
-20 °C’de saklandi)

500 mL’de 25 mM Tris baz1 (1.5 g)

500 mL’de 250 mM Glisin (7.5 g)

% 0.1 SDS

450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M HCl ile pH 8.3’e ayarlandi ve
hacmi saf suyla 500 mL’ye tamamland1
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Dogal Jel Yiikleme Tamponu

Dogal Jel Yiiriitme Tamponu

Boyama (Staining) Cozeltisi

Boya Uzaklagtirma
(Destaining) Cozeltisi

Substrat Boyama Cozeltisi
(L-DOPA)

50 M Tris-HCI (pH 6.8)

% 0.1 Bromofenol mavisi

% 20 Gliserol

(200 uL’lik hacimlerde ependorf tiiplerine boliinerek
-20 °C’de sakland1)

500 mL’de 25 mM Tris bazi (1.5 g)

500 mL’de 250 mM Glisin (7.5 g)

450 mL saf suda ¢o6ziiliip 1 M HCl ile pH 8.3’¢ ayarlandi ve
hacmi saf suyla 500 mL’ye tamamland1

1 g Coomassie brillant blue R-250
100 mL Glasiyal asetik asit

300 mL Metanol

600 mL Saf su

100 mL Glasiyal asetik asit
300 mL Metanol
600 mL Saf su

24 mM L-DOPA 100 mL saf suda hazirland:

Afinite Jelinin Sentezinde Kullanilan Tamponlar

NaHCO; Tamponu
(0.1 M pH 10.0)

NaHCO; Tamponu
(0.2 M pH 8.8)

Na,HPO, Tamponu
(0.01 M pH 6.0)

Afinite Jelini Yikama ve
Dengeleme Tamponu

(50 mM pH 5.0 Asetat
Tamponu)

4.200 g NaHCO; 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M NaOH ile
pH’st 10.0’a ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamlandi1

4.200 g NaHCO; 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M NaOH ile
pH’st 8.8’e¢ ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamlandi

0.71 g Na,HPO,4 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M NaOH ile
pH’st 6.0’a ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamlandi1

3.40 g sodyum asetat 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik
asit ile pH’s1 5.0’a ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamlandi
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Eliisyon Tamponu

(50 mM pH 8.0 Fosfat

Tamponu i¢inde 1 M NaCl)

3.10 g K,HPO,4 ve 29.25 g NaCl 450 mL saf suda ¢oziiliip
1 M HCI ile pH’s1 8.0’a ayarlanip hacmi saf su ile
500 mL’ye tamamland1

Diger Tamponlar

Sitrat-Fosfat Tamponu
(50 mM pH 3.0)

Asetat Tamponu
(50 mM pH 4.0-5.0)

Fosfat Tamponu
(50 mM pH 6.0-7.0)

Tris-HCI Tamponu
(50 mM pH 8.0-9.0)

2.81 g sitrik asit ve 1.80 g KH,PO, 450 mL saf suda
¢oziiliip 1 M HCl ile pH’s1 3.0’a ayarlanip hacmi saf su ile
500 mL’ye tamamlandi

3.40 g sodyum asetat 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik
asit ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamland1

3.10 g K,HPO,4 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M HCl ile pH’s1
ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi

3.02 g Tris bazi 450 mL saf suda ¢oziilip 1 M HCI ile
pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamland1

Substrat Cozeltileri

100 mM 4-Metil Katekol

100 mM Katekol

100 mM DHPPA
(3-(3,4-dihidroksifenil)
propiyonik asit)

100 mM L-DOPA
(3,4-dihidroksifenil alanin)

100 mM L-Tirosin

0.124 g 4-metil katekol az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 mL’ye tamamlandi

0.11 g katekol az saf suda ¢oziiliip hacmi saf suyla
10 mL’ye tamamlandi

0.182 g DHPPA az saf suda ¢oziiliip hacmi saf suyla
10 mL’ye tamamlandi

0.197 g L-DOPA az saf suda biraz isitilarak c¢oziiliip
hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi

0.181 g L-tirosin az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 mL’ye tamamlandi
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Inhibitér Cozeltileri

10 mM Askorbik Asit

10 mM Sodyummetabisiilfit

0.0177 g askorbik asit az saf suda ¢6ziiliip hacmi saf suyla
10 mL’ye tamamland1

0.019 g Na,S,05 az saf suda ¢oziilip hacmi saf su ile
10 mL’ye tamamland1

80 mM Benzoik Asit 0.098 g benzoik asit az saf suda biraz 1sitilarak ¢oziiliip
hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi

100 mM Sodyum Azid 0.065 g NaN; az saf suda ¢oziilip hacmi saf su ile
10 mL’ye tamamland1

Diger Cozeltiler

10 mM MBTH 0.022 g MBTH az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 mL’ye tamamlandi

100 mM Katesgin 0.290 g katesin az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile

Ham Enzim Oziiti Hazirlama
Cozeltisi

10 mL’ye tamamland1

0.84 g sodyum asetat (50 mM), % 6 (w/v) TX-114
deterjan;, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl, ve 1 mM PMSF
80 mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik asit ile pH’s1 5.0’a
ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi

2.2. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi ve Asetonla Coktiirme

Trabzon’un Akgaabat ilgesinin Hidirnebi yaylasindan toplanan, yabani ve yenebilir

bir mantar olan Boletus erythropus, toplandigi anda sivi azot igerisine konularak

laboratuara kadar ulastirildiktan sonra, temizlenip -20 °C’de saklandi. Toplanan bu

mantarin 50 g’ 1 Dewar kabindaki sivi azot igerisinde 15 dakika bekletildikten sonra,

100 mL enzim 6ziitii hazirlama ¢ozeltisi ile porselen havanda iyice 6giitiildii ve dort kath

tilbentten siiziildi. Elde edilen stiziintii 4 °C’de 20,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda ¢okelek atild1 ve siipernatanta hacmi kadar soguk aseton ilave edilip,
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bir gece 4 °C’de bekletildikten sonra, 4 °C’de 20,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilip elde edilen ¢okelek, dengeleme tamponu olan 50 mM pH 5.0 asetat

tamponunun ¢dziinebildigi en az miktarinda ¢éziildii (Ozen vd., 2004).

2.3. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Arslan ve ¢alisma ekibinin (2004) sentezledigi yonteme gore sentezlendi.
Bu yonteme gore afinite jeli, ¢oziinmeyen bir kolon maddesi olan Sepharose-4B matriksi
tizerinde hazirlandi. Sepharose-4B’nin serbest -OH gruplarinin modifikasyonu i¢in genel
olarak CNBr kullanildig: i¢in bu ¢alismada da, Sepharose-4B CNBr ile aktiflestirildikten
sonra, matriksin uzanti kolunu olusturmak {izere tirosinle kovalent olarak modifiye edildi.
p-aminobenzoik asit polifenol oksidaz (PFO) enziminin spesifik bir inhibitdrii olup, afinite
jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek oranda saflagtirllmasinda basariyla
kullanildigr igin, ligand olarak sec¢ildi. Bu baglamda, uzanti kolu olan tirosine, enzimi
spesifik olarak baglayan ligand kismini olusturmak iizere, diazolanmis p-aminobenzoik
asidin baglanmasi gerceklestirildi. Boylece elde edilen jel, afinite kromatografisinde kolon
dolgu maddesi olarak kullanilarak, B. erythropus’tan PFO’nun saflastirilmasi isleminde
kullanildi.

2.3.1. Sepharose-4B’nin CNBr ile Aktiflestirilmesi ve L-Tirosin Baglanmasi

Bir beher igerisinde 10 mL Sepharose-4B’ye saf su ilave edilerek iyice yikandi ve
¢okmesi i¢in bekletildi. Coktiikten sonra iistteki sivi kisim dekante edildi. Sepharose-4B
siispansyonuna esit hacimde saf su ilave edildi. Bir ¢eker ocak i¢inde, karigmakta olan bu
slispansiyona, 4 g CNBr kati olarak ilave edildi ve bir pH metre yardimiyla siispansiyonun
pH’st 4 M NaOH ile hemen 11.0’a ¢ikarildi. CNBr tamamen reaksiyona girene kadar
(vaklasik 30 dakika) pH 11.0°da tutuldu ve reaksiyon tamamlandiginda pH’nin 11.0’da
sabit kaldig1 goriildii. Cok miktarda kii¢iik buz pargalar siispansiyona katild1 ve karigim bir
buchner hunisine yerlestirilen mavi banttan siiziildii. Mavi bant iizerinde kalan kalinti,
250 mL 0.1 M pH 10.0 olan soguk NaHCO3 tamponuyla yikanarak siiziildiikten sonra bir
beher igerisine alindi. 20 mL’sinde 10 mg L-tirosin igeren 0.1 M konsantrasyonda ve

pH’s1 10.0 olan soguk NaHCO; tamponundan ilave edilerek, yavasca karistirilan bu
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siispansiyondan, baglanma verimliligini belirlemek amaciyla, her 15 dakikada bir, i¢inde
jel bulunmayan {stteki sivi kisimdan 0.2 mL 6rnek alindi ve 1 M NaOH ¢ozeltisi ile
20 mL’ye tamamlanarak 294 nm’de absorbans degisimi izlendi. 90. dakikadan sonra
absorbansta 6nemli bir farklilik olmadigi i¢in, baglanma reaksiyonu 90 dakika olarak
belirlendi. Bdylece L-tirosinin, CNBr ile aktiflestirilmis olan Sepharose-4B matriksine
baglanmis oldugu belirlendi. Bundan sonra siispansiyon, 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siire
sonunda siispansiyon bir buchner hunisine yerlestirilen mavi bant iizerine alinarak,
sliziintisi 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol saf su ile yikandi. Bdylece
reaksiyona girmeyen L-tirosin tamamen uzaklastirilmis oldu. Mavi bant iizerinde kalan kati
kisim, 100 mL 0.2 M NaHCOs; tamponuyla da yikanarak ayni tamponun 40 mL’si i¢ine
alindi. Boylece, sentezlenen sepharose-4B-L-tirosin, ligandin baglanmasi i¢in hazir hale

getirildi (Arslan vd., 2004).

2.3.2. L-Tirosinle Modifiye Edilen Sepharose-4B’ye p-aminobenzoik Asidin
Baglanmasi

25 mg p-aminobenzoik asit, bir buz banyosunda sogutulan 10 mL 1 M HCl igerisinde
¢oziildii ve buz banyosunda birakildi. 75 mg NaNO,, yine buz banyosunda sogutulan 5 mL
saf su igerisinde ¢Oziilerek p-aminobenzoik asit ¢dzeltisi lizerine damla damla ilave edildi.
Buz banyosunda 10 dakika bekletilen reaksiyon sonunda, diazolanmis halde bulunan
p-aminobenzoik asit, 40 mL sepharose-4B-L-tirosin siispansiyonuna ilave edildi. 4 M
NaOH ile pH 9.5’e cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicaklifinda karistirildi. Daha
sonra buchner hunisine yerlestirilen mavi bant {izerine alinarak, énce 1 L saf su ile ve
ardindan 200 mL 0.01 M pH 6.0 Na,HPO, tamponuyla yikandi ve ayni tamponda
muhafaza edildi (Arslan vd., 2004).

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

p-aminobenzoik asitin baglanmasi ile ilgili reaksiyonlar Sekil 14°de verilmistir:
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Sekil 14. Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklari

2.4. Enzim Oziitiiniin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli, 1x15 cm boyutlarindaki kolona bir mikropipet yardimiyla
damla damla ve hava kabarcig1 olusmayacak sekilde yiiklendi. Jel, yikama ve dengeleme
tamponu olan 50 mM pH 5.0 asetat tamponu ile, kolonun iistiinden ilave edilen ve kolonun
altindan toplanan tamponun, 280 nm’de absorbans degerleri birbirine esit oluncaya kadar
yikand1 ve bu sekilde dengelendi. Asetonla ¢oktiiriilen ve dengeleme tamponu olan 50 mM
pH 5.0 asetat tamponunda ¢oziilen enzim 6ziitii, dengelenen kolona tatbik edildi ve yine
yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Boylece, PFO’nun biiyiik kismu afinite jeline

tutunmus ve enzim Oziitlinde var olan diger proteinlerle diger maddeler ortamdan
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uzaklastirilmig oldu. Daha sonra, eliisyon tamponu olan ve igerisinde 1 M NaCl igeren
50 mM pH 8.0 fosfat tamponu ile, 4’er mL halinde tiiplere enzim eliiati toplandi. Enzim
eliiatinin toplandigi her bir tiipte 280 nm’de protein tayini ve 496 nm’de 4-metil katekol

substrati ile aktivite tayini yapildi.

2.5. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin ve Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Afinite kromatografisi sonrasinda elde edilen her bir tipte PFO aktivitesi,
spektrofotometrik olarak 496 nm’de 4-metil katekol icin ve 500 nm’de diger biitiin
substratlar icin, absorbanstaki artisin 6l¢iilmesiyle belirlendi (Espin vd., 1995). Substratin
(stok, 100 mM) hacmine esit hacimde (stok, 10 mM) MBTH ile 20 pL. DMF igeren
reaksiyon karisimi, tampon ¢ozelti ile belli bir hacme tamamlandiktan sonra, saf enzim
eliiatindan belli hacimde katilip reaksiyon karisiminin nihai hacmi 1000 pL olacak sekilde
hazirlandi. Saf enzim eliiatinin katilmadig: reaksiyon karisimi ise kor olarak kullanildi.

Bir tinite PFO aktivitesi; 1 mL reaksiyon karisiminda bir dakikadaki 0.001 absorbans
artisina neden olan enzim miktar1 olarak, PFO’nun spesifik aktivitesi ise; 1 mg protein

basina aktivite ({inite) olarak tanimlandi (Galeazzi ve Sgarbieri, 1981).

2.6. Protein Tayini

Protein tayini, Lowry yontemiyle yapildi (Lowry vd., 1951). Protein standard1 olarak
sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki sigir serum albumin
¢Ozeltisi kalibrasyon grafigi i¢in hazirlandi. Protein tayini i¢in asagidaki islemler yapildi:

»  BSA standartlari, kor, enzim 06zii ve saflastirilan enzim eliiati 5’er mL Lowry C
belirteci ile karistirildi.

Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

0.5 mL Lowry D belirteci hizla tiiplere eklendi ve vortekslendi.

Tiipler 30 dakika karanlikta bekletildi.

660 nm’de absorbanslar dl¢iildii.

BSA standartlar ile kalibrasyon grafigi ¢izildi.

V V. V V V VY

Kalibrasyon grafigi yardimiyla enzim oziiti ve saf enzim eliiatinin protein

konsantrasyonu belirlendi.
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Protein konsantrasyonu belirlenen enzim 06ziitii ve saf enzim eliiatinin spesifik

aktivitesi hesaplanarak, enzimin kag kat saflagsmis oldugu belirlendi.

2.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Enzim 6ziitiinde ve saf enzim eliiatinda PFO’nun varligi, SDS’siz ve soguk ortamda
gerceklestirilen dogal jel elektroforezi yapilarak, hem substrat hem de coomassie brillant
blue R-250 boyamayla ortaya konuldu. Dogal elektroforez islemi i¢in kullanilan % 12’lik
ayirma jeli ve % 5°lik yiikleme jeli Tablo 4’teki gibi hazirlandu.

Tablo 4. Dogal poliakrilamid jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (% 12) Yikleme Jeli (% 5)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) - 1.25 mL

Ayirma Jeli tamponu (1.5 M Tris-HCI) 2.5mL ---

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 4.0 mL 1.67 mL

Saf Su 3.4 mL 6.97 mL

% 10 APS 0.1 mL 0.1 mL

TEMED 0.004 mL 0.01 mL

Elektroforez cam plakalari saf su ve etil alkol ile iyice temizlendikten sonra, plakalar
arasina aralik olusturmak i¢in plastik aparati yerlestirildi ve cam plakalar bir kiskagla
tutturuldu. Tablo 4’te belirtildigi gibi hazirlanan ayirma jeli, plakalar arasina iist yiizeye
2-3 cm kalana kadar bir mikropipet yardimiyla, jel igerisinde hicbir hava kabarcig
olusmayacak sekilde dolduruldu. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi1 ve kurumamasi i¢in, jel
ylizeyine saf su koyuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, iist yilizeydeki saf su
dokildii ve iist yilizey Tablo 4’te belirtildigi gibi hazirlanan yiikleme jeli ile tamamen

doldurularak, tarak hemen yiikleme jeline yerlestirildi. Bdylece plakalar arasinda
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hazirlanan jel, donduktan sonra tarak ¢ikartilarak elektroforez tankina yerlestirildi. Tank,
dogal elektroforez yiirlitme tamponuyla dolduruldu ve buz dolu bir kap igerisine
yerlestirildi. Dogal elektroforez ylikleme boyasi ile karistirilan ve 15-20 ug protein igeren
ornekler, jelin bir tarafinda ham enzim 06ziitli ve saf enzim eliiati, diger tarafinda ise sadece
enzim eliiat1 olacak sekilde Hamilton siringasiyla kuyucuklara yiiklendi. Jelde olusan mavi
renkli boya, yiikleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik 15 dakika 20 mA’de, boya, ayirma
jelinin sonuna gelene kadar yaklasik 60 dakika 25 mA’de yiriitiildi. Elektrik akimi

kesildikten sonra, jel sistemden dikkatlice ¢ikartildi ve boyama islemine gecildi.

2.7.1. Substrat ve Coomassie Brillant Blue R-250 Boyamasi

Dogal elektroforez sonucu sistemden ¢ikartilan ve bir tarafinda ham enzim 6ziitii ve
saf enzim eliiati, diger tarafinda ise, sadece enzim eliiatt bulunan jel, ortadan ikiye
boliinerek, jelin bir tarafi Tablo 3’te belirtildigi gibi hazirlanan substrat boyama ¢ozeltisi
(L-DOPA), diger tarafi da coomassie brillant blue R-250 boyama ¢dzeltisi icerisinde
hafifce calkalanarak yaklasik 2 saat bekletildi. Protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi
icin, substrat boyasi ile boyanan jel, 1 mM’lik askorbik asit ¢ozeltisiyle, coomassie brillant
blue R-250 boyama ¢ozeltisiyle boyanan jel ise, Tablo 3’te belirtildigi gibi hazirlanan boya
uzaklagtirma ¢ozeltisiyle yaklasik 2-3 saat muamele edildi. Bantlar1 goriiniir hale getirilen

jeller, jel goriintiilleme cihazinda kaydedildi.

2.8. SDS Jel Elektroforezi

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma jeli
% 12’lik ve yiikkleme jeli % 5’lik olacak sekilde Maniatis ve arkadaglarina gore (1989)
yapildi.
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Tablo 5. SDS jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (% 12) Yikleme Jeli (% 5)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) - 1.25 mL

Ayirma Jeli tamponu (1.5 M Tris-HCI) 2.5mL ---

% 10 SDS 0.1 mL 0.1 mL

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 4.0 mL 1.67 mL

Saf Su 3.3 mL 6.87 mL

% 10 APS 0.1 mL 0.1 mL

TEMED 0.004 mL 0.01 mL

Temizlenen cam plakalar arasina dokiilen ayirma jeli donduktan sonra yiikleme jeli
dokiildii. Hazirlanan jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi ve tank,
Tablo 3’te belirtildigi sekilde hazirlanan SDS yiiriitme tamponuyla dolduruldu. Standart
proteinler ve ornekler, igerisinde protein miktar1 15-20 pg olacak sekilde SDS yiiriitme
boyas1 (Tablo 3) ile karistirildi. Ornekler, 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra,
Hamilton siringasiyla kuyucuklara yiiklendi. Jelde olusan mavi renkli boya, yiikleme
jelinden ¢ikana kadar yaklasik 15 dakika 20 mA’de, boya, ayirma jelinin sonuna gelene
kadar yaklagik 60 dakika 25 mA’de yiritildi. Elektrik akimi kesildikten sonra, jel
sistemden dikkatlice ¢ikartildi ve Tablo 3’te belirtildigi gibi hazirlanan boyama ¢ozeltisiyle
hafifce calkalanarak yaklasik 2 saat boyandi. Protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi
icin ise, boya uzaklastirma ¢ozeltisiyle (Tablo 3) yaklasik 2-3 saat muamele edildi. Bantlari

goriiniir hale getirilen jel, jel goriintiileme cihazinda kaydedildi.

2.9. Polifenol Oksidaz ile flgili Kinetik Calismalar

PFO’nun kinetik 6zelliklerini arastirmak igin, belirlenen en iyi substrati kullanilarak,

optimum pH ve sicaklik degerleri, 1sil ve pH kararliligi, protein miktar1 ve metal
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iyonlarinin aktivite lizerine etkisi, Vs, Km degerleri ve bilinen bazi inhibitorleri

kullanilarak Isy degerleri tayin edildi.

2.9.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

PFO aktivitesi, pH’nin bir fonksiyonu olarak, 50 mM sitrat fosfat tamponunda
pH 3.0; 50 mM asetat tamponunda pH 4.0-5.0; 50 mM fosfat tamponunda pH 6.0-7.0 ve
50 mM Tris-HCI tamponunda pH 8.0-9.0 degerleri arasinda, difenolik substrat olarak
4-metilkatekol kullanilarak belirlendi. Bu substrat varliginda belirlenen optimum pH,
substrat Ozgiinligiiniin, 1s1l Ozelliklerinin ve diger parametrelerin belirlenmesi igin

kullanildi (Colak vd., 2005).

2.9.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

PFO’nun optumim sicakliginin belirlenmesi i¢in, PFO aktivitesi 10 °C’lik artislarla
0-80 °C araliginda incelendi. Tampon ve substrat ¢ozeltisinden olusan karigim, 0-10 °C
araliginda sogutmali inkiibatorde, 20-80 °C araliginda ise Thermoblok’ta 5 dakika inkiibe
edildi. PFO aktivitesi, karistma MBTH, DMF ve saf enzim eliiat1 ilave edildikten sonra
miimkiin oldugunca hizli bir sekilde 6l¢iildii ve elde edilen sonuglar degerlendirilerek

optimum sicaklik belirlendi (Dinger vd., 2003).

2.9.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi protein konsantrasyonunu belirlemek {izere,
PFO aktivitesi, 4-metilkatekol substrati varliginda, enzimin 0.5-100 pg/mL konsantrasyon
araliginda oOl¢iildii ve elde edilen verilere gore PFO aktivitesi iizerine protein

konsantrasyonunun etkisi irdelendi (Kolcuoglu vd., 2007).

2.9.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Optimum pH’s1 belirlenen PFO’nun aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun

etkisini incelemek tizere, 100 mM stok 4-metilkatekol substrati hazirlandi. Nihai
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konsantrasyonu 0.0625-20 mM aralifinda degisen substrat ¢ozeltisi, aktivite tayininde
kullanilan diger ¢ozeltiler ve uygun konsantrasyonda PFO igerecek sekilde optimum pH’da
reaksiyon karisimi hazirlandi ve 496 nm’de Ol¢limler yapildi. Elde edilen veriler
kullanilarak substrat doygunlugunu gdsteren Michaelis-Menten grafigi cizilerek optimum
substrat konsantrasyonu belirlendi. Michaelis-Menten sabiti (Kp,) ve maksimum hiz
(Vmaks), her biri i¢cin dogrusal egrinin x- ve y- eksenlerini kestigi noktalara karsilik gelen

degerlerin tersi olarak belirlendi (Lineaweaver ve Burk, 1934).

2.9.5. Hill Egrisi

4-metilkatekol substrati varliginda, degisen substrat konsantarasyonlarina (0.0625-20
mM) karsilik bu substrat konsantrasyonlarindaki hiz (V) ve Vmas degeri kullanilarak
V/(Vmaks-V) oraninin logaritmasi aliarak c¢izilen Hill grafiginden, 4-metilkatekol substrati

icin substrat baglanma bolgelerinin sayisi ve kooperativite olup olmadig tespit edildi.

2.9.6. Polifenol Oksidaz’in pH Kararhhg:

pH kararliligmi incelemek igin, elde edilen saf enzim eliat, 50 mM
konsantrasyonundaki pH 3.0 sitrat-fosfat tamponu, pH 4.0-5.0 asetat tamponu, pH 6.0-7.0
fosfat tamponu ve pH 8.0-9.0 Tris-HCI tamponu ile 1:1 oraninda karistirildi ve 4 °C’de
24 saat ve 120 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda bu enzim-tampon
karisimlarindan, uygun miktarda nihai enzim konsantrasyonu igerecek sekilde alinarak,
optimum pH’da ve optimum substrat konsantrasyonunda aktivitesi dl¢iildii. Ayrica enzim,
inkiibasyona tabi tutulmadan, ayn1 tamponlar icerisindeki karisimi hazirlanir hazirlanmaz

hemen aktivitesi 6l¢iildii ve enzimin yiizde kalan aktivitesi belirlendi (Ozen vd., 2004).

2.9.7. Polifenol Oksidazin Is1l Kararhhgi

PFO’nun 1s11 kararliliginin belirlenmesi i¢in, saf enzim eliilatindan igerisinde
uygun miktarda enzim igerecek sekilde ependorf tiiplerine alinarak, 10 °C’lik artiglarla,
0-10 °C araliginda sogutmali inkiibatorde ve 20-80 °C araliginda da Thermoblokta, saatte

bir 6l¢iim alinmak suretiyle toplam 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda saf enzim
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eliatt oda sicakligima kadar sogutularak, optimum pH’da ve optimum substrat
konsantrasyonunda aktivite Olciildii. % Kalan aktivite, inkiibasyona tabi tutulmayan saf
enzim eliiatinin ayni1 sartlardaki aktivitesiyle karsilastirilarak hesaplandi (Colak vd., 2005).

Isil kararlilik grafiginden elde edilen sonuglar, B. erythropus’tan saflastirilan PFO
aktivitesinin bazi termodinamik parametrelerle iliskisini analiz etmek iizere kullanildi. Bu
sicaklik uygulamalarindan yararlanilarak reaksiyon i¢in sicakliga bagimli bazi sabitler

hesapland: (Ozen vd., 2004).

B. erythropus’tan saflastirilan PFO’nun, her bir sicakliktaki hiz sabitleri (k)

asagidaki esitlik (1) ile hesaplandi.

k=-— ! x In(At/Ao) (1)

zaman (saniye)

k : Hiz sabiti
At: Kalan aktivite

Ao: Isitma isleminden 6nceki aktivite

Enzimin aktivasyon enerjisi (E,), her bir sicakligin Kelvin cinsinden degerlerinin
tersine karsilik her bir sicakliktaki Ink degerlerinin grafige gegirilmesinden elde edilen

egimin, —E./R’ye (R, ideal gaz sabiti, 8.314 Jxmol'xK™") esitlenmesiyle hesaplandu.

Enzimin her bir sicakliktaki serbest enerji degisimleri (AG") asagidaki esitlik (2) ile

hesaplandi.

AG#:RxTxln(kXTj )

K x

AG" : Serbest enerji

: 1deal gaz sabiti

: S1caklik (°K)

: Hiz sabiti

: Boltzmann sabiti (1.3806x107% JxK™)
: Planck sabiti (6.6261xJxK™)
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Enzimin her bir sicakliktaki entalpi degisimi (AH") asagidaki esitlik (3) ile
hesaplandi.

AH*=E,—RT (3)

Enzimin her bir sicakliktaki entropi degisimi (AS") asagidaki esitlik (4) ile
hesaplandi.

AS"™=(AH"—AG")/T 4)

2.9.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine inhibitor Etkisi

PFO aktivitesine inhibitor etkisi, substrat olarak 4-metilkatekol, inhibitor olarak
PFO’nun bilinen inhibitdrlerinden askorbik asit (0.03-0.25 mM), sodyummetabisiilfit
(0.02-0.125 mM), benzoik asit (2-16 mM) ve sodyum azid (1-40 mM) kullanilarak
belirlendi. Optimum pH’da ve optimum substrat konsantrasyonunda, 4-metilkatekoliin
oksidasyonunun inhibisyon sonrasinda kalan yiizde aktivitesine karsilik, inhibitor
konsantrasyonundan ¢izilen grafikten, % 50 aktivitenin korundugu degere karsilik gelen

inhibitor konsantrasyonu, lsyo degeri olarak belirlendi (Colak vd., 2005).

2.9.9. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Iyonlarimin Etkisi

PFO aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek {iizere, reaksiyon
ortamina, nihai konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde, baz1 1A, 2A, 3A ve gecis
metallerinin kloriir tuzlarindan hazirlanan ¢ozeltilerinden eklendi ve PFO aktivitesi dlgiildii

(Kolcuoglu vd., 2007).

2.10. Polifenol Oksidazin Baz1 Organik Céziiciilerdeki Reaksiyon Yatkinhginin
Incelenmesi

Polifenol oksidazin bazi organik c¢oziiciilerdeki reaksiyon yatkinligini incelemek

lizere, toluen, diklorometan ve dikloroetan organik ¢oziicii olarak sec¢ildi. Tiim organik
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¢oOziiciiler, susuz sodyum siilfatla bir gece kurutuldu. Reaksiyon karigimi, katesinin
metanolde hazirlanan 400 mM stok ¢ozeltisinden 5 pL ve saf enzim eliiatindan uygun
miktarda icerecek sekilde hazirlanip, hacmi organik ¢oziiciiyle 200 pul’ye tamamlandi.
Reaksiyon karisimi 25 °C’de vorteksle 5 dakika karistirildi ve enzimatik reaksiyonu
durdurmak igin, reaksiyon ortamina 200 uL aseton ilave edildi. Saf enzim eliiatinin
haricindeki tiim bilesenleri iceren bir kor hazirlanip, aymi siirede ayni islemlere tabi
tutuldu. Toluen, diklorometan ve dikloroetan reaksiyon ortaminda PFO katalizli son
tiriinlerin renk siddeti, spektrofotometrik olarak 6lgiildii. 330-700 nm arasindaki absorbans
degisimi, enzim Kkatalizli ve enzim bulunmayan reaksiyon karisimlari igin izlendi

(Kermasha vd., 2001).



3. BULGULAR

3.1. Polifenol Oksidazin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Sepharose 4-B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit jeli sentezlenerek yapilan afinite
kromatografisi sonucu, toplanan eliiatlardan olusturulan fraksiyonlar i¢in, 280 nm’de
protein miktar1 ve 496 nm’de PFO aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi
(Sekil 15). Grafikte enzim aktivitesi tek bir pik gostermektedir ve bu pike karsilik gelen
fraksiyonlardan saf PFO toplanmaistir.

3 1200
—l— Absorbans (280 nm)
25+ —&— Aktivite (U/mL) + 1000
E - 800 3
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) 2
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£ &
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<
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Sekil 15. Afinite kromatografisi ile Boletus erythropus’tan PFO’nun saflastiriimasi

1’den 25’e kadar numaralandirilan fraksiyon tiiplerine gelen eliiatlar 4’er mL halinde
toplandi. Saflastirilan PFO’yu igeren fraksiyonlar birlestirilerek, elde edilen saf enzim
eliiatinda ve ham enzim 6ziitii ¢ozeltisinde Lowry yontemiyle toplam protein tayini yapildi.

Bu tayin sonucunda saf enzim eliiatinda 0.40 mg/mL ve ham enzim O&ziitiinde ise
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3.8 mg/mL protein miktar1 belirlendi. Bu degerler kullanilarak saflagtirilan PFO’nun ve
ham enzim o6ziitiinde bulunan PFO’nun spesifik aktivitesi hesaplanarak, enzimin kag¢ kat
saflasmis oldugu belirlendi. Tablo 6’da verildigi gibi ham enzim 6ziitinde PFO’nun
spesifik aktivitesi 63.2 U/mg protein iken, saf enzimin spesifik aktivitesi 1800 U/mg
protein olarak bulundu. Elde edilen bu sonuglardan enzimin 28.5 kat saflasmis oldugu

belirlendi.

Tablo 6. PFO’nun B. erythropus’tan saflagtiriimasi

Saflagtirma Adimi Aktivite Toplam Protein Spesifik Aktivite Saflagtirma
(U/mL) (mg/mL) (U/mg protein) Kat Sayis1
Ham Enzim Oziitii 240 3.80 63.2 -
Saf Enzim Eliiati 720 0.40 1800 28.5

3.2. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.2.1. Polifenol Oksidazin Elektroforetik Olarak Karakterizasyonu

Hazirlanan enzim 6ziitlinde ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen saf enzim
eliiatinda, polifenol oksidazin varlig1 yapilan dogal elektroforezle ortaya konuldu. SDS’siz
ve soguk ortamda yapilan dogal elektroforezde, jelin bir tarafina enzim 6ziitii ve saf enzim
eliat, diger tarafina ise sadece saf enzim eliiati yiiklendigi icin, dogal elektroforez
sonrasinda jel ortadan ikiye boliindii ve bir tarafi substrat boyama ¢ozeltisi (L-DOPA) ve
diger tarafi ise coomassie brillant blue R-250 boyama ¢ozeltisiyle boyandi. Olusan bantlar

jel goriintiileme cihazinda kaydedildi (Sekil 16).
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1 2 2

Sekil 16. Dogal poliakrilamid jel elektroforezi
A: Susbtrat Boyama
B: Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama
1: Ham Enzim Oziitii
2: Saf Enzim Eliiat1

Dogal elektroforez sonucunda, Sekil 16. A’da substrat boyamasi ile hem enzim
Oziitiinde hem de yapilan afinite kromatografisi sonucunda elde edilen saf enzim eliiatinda,
bir bandin goézlenmesi, B. erythropus’ta polifenol oksidazin varligin1 gostermektedir.
Sekil 16. B’de yapilan coomassie brillant blue R-250 boyama ile, saf enzim eliiatinda tek
bir protein oldugu ve bunun da Sekil 16. 2’de substrat boyamasiyla polifenol oksidaza ait
oldugu ortaya konmustur.

Ayrica dogal elektroforeze ilave olarak, SDS’li ortamda yapilan elektroforezle, hem
ham enzim 6ziitiinde hem de afinite kromatografisi sonucunda elde edilen eliiatta, yaklasik

40 kDa’lik bir protein bandi gozlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. SDS poliakrilamid jel elektroforezi
M: Protein Standartlari
1 : Saf PFO
2 : Ham Enzim Oziitii

3.2.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu

Afinite kromatografisi ile saflastirllan B. erythropus PFO’su igin kullanilan
4-metilkatekol, katekol, L-DOPA, DHPPA ve L-tirosin substratlari i¢erisinde, enzim en iyi
aktiviteyi 4-metilkatekol varliginda gosterdi. Yapilan tiim biyokimyasal ¢alismalarda da
substrat olarak 4-metilkatekol kullanildi.

B. erythropus’tan hazirlanan ham enzim Oziitiinden, sentezlenen bir afinite jeli ile
yapilan afinite kromatografisi sonrasinda saflastirilan PFO’nun detayli bir sekilde
karakterizasyonu icin, aktivite ilizerine pH, sicaklik, protein konsantrasyonu, substart

konsantrasyonu, metal iyonu ve inhibitorlerin etkisiyle, pH ve 1s1l kararlilig1 incelendi.

3.2.2.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

B. erythropus’tan afinite kromatografisi ile saflastiritlan PFO’nun en yiiksek aktivite

gosterdigi pH degerini belirlemek tizere, pH 3.0-9.0 degerleri arasinda hazirlanan
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tamponlar kullanilarak, bu her bir pH’da enzimin aktivitesi 4-metilkatekol substrati
varliginda spektrofotometrik olarak oOlgiildii. Cizilen pH - % bagil aktivite grafiginden
enzimin en 1yi aktivite gosterdigi pH degeri 8.0 olarak belirlendi (Sekil 18). Enzimin asidik
pH degerlerinde aktivitesinin oldukga diisiik oldugu goriilmektedir. Elde edilen bu grafikte,

tek bir pikin varlig1 enzimin kararl bir sekilde saflastirildigini da desteklemektedir.

120

100

% Bagil Aktivite
B o) ]
S S S

[\
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|

pH
Sekil 18. B. erythropus’tan saflastirilan PFO aktivitesinin pH ile degisimi

3.2.2.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

B. erythropus’tan afinite kromatografisi ile saflagtirllan PFO’nun, sicaklik

degisiminin aktivite iizerine etkisini incelemek suretiyle, en yiiksek aktivite gosterdigi

sicaklik degerini belirlemek tizere, 0-80 °C araliginda 10 °C’lik artiglarla enzim aktivitesi
olgiilerek, sicaklik - % bagil aktivite grafigi cizildi (Sekil 19). 0-10 °C araliginda enzim
aktivitesi % 60 civarinda iken, 20-40 °C arahiginda enzim aktivitesini % 70’in {izerinde
korumustur. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri ise 20 °C’dir. 50 °C ve

lizeri sicakliklarda enzim aktivitesi giderek azalmistir ve 80 °C’de, enzim, aktivitesinin %

80’ini kaybetmistir.
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Sekil 19. B. erythropus’tan saflastirilan PFO aktivitesinin sicaklik ile degisimi

3.2.2.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun EtKisi

B. erythropus’tan afinite kromatografisi ile saflagtirlan PFO’nun aktivitesi, sabit
4-metilkatekol konsantrasyonunda, proteinin 0.5-100 pg/mL araligindaki konsantrasyon
degisimine bagli olarak incelendi. Elde edilen hiperbolik egriden maksimum PFO

aktivitesi i¢in optimum enzim konsantrasyonu 50 pg/mL olarak belirlendi (Sekil 20).
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Sekil 20. PFO aktivitesi ilizerine protein konsantrasyonunun etkisi

3.2.2.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun
Etkisi

B. erythropus PFO’suna ait bazi kinetik verilerinin belirlenmesi amaci ile, uygun
enzim konsantrasyonunda ve nihai konsantrasyonu 0.0625-20 mM araliginda degisen
substrat varhiginda gerceklestirilen reaksiyonlarda, enzim aktivitesi 496 nm’de
spektrofotometrik olarak Ol¢iildii. Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi igin,
substrat doygunlugunu gosteren Michaelis-Menten egrisi ¢izildi (Sekil 21). Cizilen bu
grafikten, saflastirilan bu enzimin aktivitesinin basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu
ve etkin bir enzim aktivitesinin gozlenebilmesi i¢in 4-metilkatekol konsantrasyonunun
10 mM olmas1 gerektigi tespit edildi. Kinetik veriler olan Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve
maksimum hiz (Vmas) ¢izilen Lineaweaver-Burk grafiginden sirasiyla, 2.8 mM ve

1428.6 U/mg protein olarak belirlendi (Sekil 22).



60

1200

Spesifik Aktivite (U/mg Protein)

0 2 4 6 g 10 12 14 16 18 20 22
[4-Metilkatekol] (mM)
Sekil 21. 4-metilkatekol varliginda PFO’nun substrat doygunluk egrisi
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Sekil 22. 4-metilkatekol varliginda PFO aktivitesi i¢cin Lineaweaver-Burk grafigi
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3.2.2.5. Hill Egrisi

Hill esitliginden yararlanilarak ¢izilen ve 4-metilkatekol substratina ait olan Hill
egrisi Sekil 23’te verilmistir. Bu substrat i¢in, PFO {izerindeki substrat baglanma
bolgesinin sayis1 ve bir kooperativitenin olup olmadigi belirlendi. Hill grafiginde
4-metilkatekole ait dogrunun egiminden, Hill sabiti (h) 1.0 olarak hesaplandi. Bu da
enzimin, tek bir substrat baglanma bolgesinin oldugunu ve bir kooperativite olmadigini

gostermektedir.

0,5 1 A

IOg(V/(Vmaks -V))

, o

—_ (V)] (w]
@

1
—_
(%)

|

1
[\

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
log [S]

Sekil 23. 4-metilkatekol varliginda elde edilen Hill egrisi

3.2.2.6. Polifenol Oksidazin pH Kararhhg:

B. erythropus’tan afinite kromatografisi ile saflagtirllan PFO’nun pH kararliligini
incelemek i¢in, enzim pH 3.0-9.0 araligindaki farkli tamponlar igerisinde, 4 °C’de 24 saat
ve 120 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda &lgiilen aktivite, inkiibasyona tabi
tutulmadan o6lgiilen aktiviteye oranlanarak yiizde kalan aktivite belirlendi. Sekil 24°te

goriildiigii gibi, enzim belirtilen pH degerlerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda,
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aktivitesini % 85’in iizerinde korumustur. 120 saatlik inkiibasyon sonunda ise, enzimin

aktivitesini % 60’1n iizerinde korudugu, pH 9.0 da ise yaklasik % 60 aktivitesini kaybettigi

gbzlenmistir.
120
o 80
=
=
E 60
<
(4
X 40 -
20 A
——24. Saat
——120. Saat
O T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 24. B. erythropus PFO’sunun pH kararliligi

3.2.2.7. Polifenol Oksidazin Isil Kararhhg:

B. erythropus’tan saflagtirilan PFO’nun, 0-80 °C araliginda, 10 °C’lik artiglarla 4 saat

inkiibasyonundan sonraki, 4-metilkatekol substrati varliginda tipik bir 1s1l kararlilik grafigi

Sekil 25°te verilmistir.



63

80

60

% Kalan Aktivite
~
(e

20

O T T T
0 20 40 60 80 100

Sicaklik (°C)

Sekil 25. PFO’nun 4 saat sonunda 1s1] kararlilik egrisi

Enzimin 1s1 kararhiliginin belirlenmesi amaciyla, enzim 0-80 °C araliginda, 10 °C’lik
artiglarla 1 saat zaman araliklarinda aktivite 6lgmek suretiyle 4 saat inkiibe edildi. Elde
edilen sonuglarda, enzimin aktivitesini 10-30 °C araliginda, 4 saat inkiibasyon sonunda
% 70’in lizerinde korudugu gorilmiistir. 40 °C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda
aktivitesini % 80 civarinda korurken, artan inkiibasyon siiresinde aktivitesini giderek
kaybettigi gozlemlenmigtir. 50-70 °C araliginda, enzim aktivitesini 1 saatlik inkiibasyonda
% 50’nin lizerinde kaybetmistir. 80 °C’de ise, 1 saatlik inkiibasyon sonunda enzim

aktivitesi % 10’un altina diismiis ve inkiibasyon siiresi sonunda enzim aktivitesini

tamamen kaybetmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. B. erythropus’tan saflastirilan PFO’nun 1si1l kararliliginin zamanla
degisimi

B. erythropus’tan saflastirllan PFO’nun, 0-80 °C sicaklik araligindaki
davranislarindan yola ¢ikilarak, enzimin (1) esitligi yardimiyla bulunan hiz sabiti (k)
degerlerinin logaritmasi ile sicaklik degerlerinin tersi (1/T) arasindaki grafikten elde edilen
dogrunun egiminden, 4-metilkatekol oksidasyonunu katalizleme reaksiyonuna ait

aktiflenme enerjisi (E,) 46444 J xmol'xK™! olarak bulundu (Sekil 27).
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Sekil 27. Enzimin farkl sicakliklardaki hiz sabitlerinden yararlanarak aktivasyon
enerjisinin belirlenmesi

B. erythropus PFO aktivitesinin baz1 termodinamik parametrelerle iliskisini analiz
etmek tizere, PFO’nun her bir sicaklikta hesaplanan hiz sabiti (k) ile diger termodinamik
parametreler olan AG", AH" ve AS” sirasiyla (2, 3 ve 4) esitlikleri kullanilarak hesaplandi
(Tablo 7). PFO’nuin 4-metilkatekol oksidasyonu reaksiyonu i¢in elde edilen termodinamik
parametreler, artan sicaklik degerleri ile beraber kii¢iik miktarlarda degismesine ragmen
ortalama degerler olarak AG” igin 12 kJ/mol, AH* i¢in 43 kJ/mol ve AS" icin ise
-277 J/K ' xmol bulundu.
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Tablo 7. PFO’nun katalizledigi reaksiyon i¢in hesaplanan termodinamik degerler

Sicaklik k AG" AH* AS"
(°C) (s (Jxmol™) (Jxmol™) (JxK 'xmol™)
0 2,3x107 103670 44174 218
10 8,4x10° 105182 44091 216
20 2,3x107 111437 44008 230
30 1,9x107 114844 43925 234
40 6,4x107 121879 43842 249
50 1,1x10™ 127312 43859 259
60 1,4x10™ 132006 43675 265
70 2,1x10™ 137210 43592 273
80 5,4x10* 144067 43509 285

3.2.2.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Inhibitor Etkisi

PFO igin bilinen dort genel inhibitor kullanilarak, B. erythropus’tan saflastirilan PFO
lizerine bu inhibitorlerin  etkisi incelenmistir. Her bir inhibitoriin, inhibitor
konsantrasyonuna karsilik enzimin inhibisyon sonrasinda % kalan aktivitesi grafige
gegirilerek elde edilen egriden, enzimin % 50 aktivitesinin korundugu degere karsilik gelen

inhibitér konsantrasyonu |sg degeri olarak belirlenmistir (Sekil 28, 29, 30, 31).
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Sekil 28. PFO’nun sodyum metabisiilfit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi
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Sekil 29. PFO’nun askorbik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi
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Sekil 30. PFO’nun sodyum azid inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi
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Sekil 31. PFO’nun benzoik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi

Bulunan |5y degerleri Tablo 8’de verilmistir. Her bir inhibitér durumunda gozlenen

inhibisyon degerleri, B. erythropus’tan saflastirilan PFO’nun inhibitér yokken elde edilen
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aktivite degerleriyle karsilastirildiginda, test edilen inhibitorlerin B. erythropus PFO’suna

kars1 oldukga etkili oldugu gozlenmistir.

Tablo 8. B. erythropus’dan saflastiritlan PFO inhibitorlerine ait Isgo

degerleri
Inhibitor 5o
Sodyum metabisiilfit 0.066 mM
Askorbik asit 0.075 mM
Sodyum azid 10 mM
Benzoik asit 10.2 mM

3.2.2.9. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Etkisi

Polifenol oksidaz aktivitesi ilizerine bazi metal iyonlarmin etkisini ortaya koymak
amaci ile, monovalent Li", Na", K', divalent Mg*", Ca®", Mn*", Cu®", Cd*", Zn*", Cr*" ve
Ni*" ve trivalent olarak da AI’" iyonlarmin kloriir tuzlari kullanildi. 1 mM’lik nihai
konsantrasyondaki metal iyonlar1 varliginda PFO aktivitesindeki degisimler kaydedildi.
Kontrol olarak metal iyonu ihtiva etmeyen reaksiyon karigimi kullanildi ve boyle bir

karisimdaki PFO aktivitesi % 100 kabul edildi (Tablo 9).

Tablo 9. PFO aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarmin etkisi

Metal Iyonu % Aktivite Metal Iyonu % Aktivite

Yok 100 Mn>* 62.9
Lit 72.5 Cu? 88.3
Na* 94.6 cd* 103.0
K" 103.8 Zn* 93.2
Mg* 101.8 Cr* 95.5
Ca*" 74.2 Ni** 56.6
AP 127.3
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3.3. Polifenol Oksidazin Baz1 Organik Coziiciilerdeki Reaksiyon Yatkinhginin
Incelenmesi

Polifenol oksidazin organik ¢o6ziiciilerdeki reaksiyon yatkinligini incelemek
amaciyla, B. erythropus’tan saflagtirilan PFO’nun, toluen, diklorometan ve dikloroetan
organik ¢oziiciileri varliginda katesin substratiyla iirlin olusturmasi, spektrofotometrik
olarak incelendi. Enzimin bulunmadig1 reaksiyon karigimi kor olarak kullanildi. Her bir
organik ¢oOziicii varliginda hazirlanan kérde, 330-700 nm araliginda absorbansta belirgin
bir artis gbézlenmemistir. Oysa ki, enzimin bulundugu reaksiyon ortaminda ozellikle
350-400 nm araliginda, absorbansta belirgin bir artis gézlenmistir. Bu bulgular, katesinin
ilgili 0-kinonlara biyodoniisiimii i¢in secilen ¢oziiciiler ortaminda, saflastirilan PFO’nun

gerekliligini desteklemektedir.

—&—Kor

—e— PFO Katalizli Son Uriin

Absorbans (0.D.)

330 430 530 630

Dalga Boyu (nm)

Sekil 32. Toluen varhiginda katesinin ( [H1 ) ve PFO katalizli son iirtiniin ilgili
pigmentinin (¢—4) spektofotometrik tarama grafigi
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Sekil 33. Diklorometan varliginda katesinin ( [H1) ve PFO Kkatalizli son iiriiniin
ilgili pigmentinin (¢—4p) spektofotometrik tarama grafigi
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Sekil 34. Dikloroetan varliginda katesinin ( [H] ) ve PFO katalizli son {irliniin
ilgili pigmentinin (¢—4) spektofotometrik tarama grafigi



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Doganin katalizorleri olan ve hayatin var olabilmesi i¢in gerekli olan enzimler,
ozellikleri ve farkli organizmalardaki davraniglart agisindan, yaklasik 200 yildir
incelenmektedir. Yapilarinin ve katalizledikleri reaksiyonlarin karmasikligi nedeniyle,
oksidorediiktaz sinifi enzimler {izerinde, diger enzimlere gore daha az ¢alisilmistir. Ancak,
son yillarda, Polifenol oksidaz enzimi (PFO), arastirmacilarin oldukga ilgisini ¢cekmektedir
(Seo vd., 2003). PFO, hem katalizledigi reaksiyonlar hem de fizyolojik gorevleri agisindan,
icinde bulundugu organizmaya ve yetisme kosullarina baglh olarak, ayni organizmanin
farkli cesitlerinde bile farkli oranlarda aktivite gdsterebilir.

Yapilan bu c¢aligmada, Boletus erythropus mantarinda bazi fenolik bilesiklerin
yiikseltgenmesinden sorumlu, oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan PFO’nun varlhigi ve
biyokimyasal ozellikleri ortaya konulmustur. Bu amagla; B. erythropus’tan hazirlanan
enzim Oziitinden PFO, sentezlenen bir afinite jeli kullanilarak yapilan afinite
kromatografisiyle saflastirilmistir. Enzimin varligi, saf enzim eliiatinda ve ham enzim
oziitlinde elektroforetik olarak belirlenmistir. Ayrica, enzimin biyokimyasal, kinetik ve
baz1 termodinamik &zellikleri ile organik reaksiyonlar1 katalizleyebilme yatkinligi
arastirilip, elde edilen veriler diger organizmalarda calisilan PFO’lar ile karsilastiriimistir.

PFO, B. erythropus’tan TX-114 deterjaniyla ¢oziiniirlestirilip kismen saflastirilmustir.
Bu teknik, membran proteinlerinin hayvanlardan, bakterilerden ve bitki dokularindan
saflagtirnlmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Bordier, 1981; Sanchez-Ferrer vd.,
1994; Bricker vd., 2001).

Arslan ve calisma ekibinin (2004) daha once sentezledigi yontem kullanilarak,
Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli basar1 ile sentezlenmistir.
Sentezlenen bu jel kullanilarak yapilan afinite kromatografisi ile, PFO’nun
B. erythropus’tan saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Ham enzim eliiatinda enzimin spesifik
aktivitesi 63.2 U/mg protein iken, afinite kromatografisi sonucu saflastirilan PFO’nun
spesifik aktivitesi 1800 U/mg protein olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore, enzim
B. erythropus’tan 28.5 kat saflastirilmistir. Ayni afinite jeli sentezlenip, yapilan afinite
kromatografisi ile PFO’nun dut meyvelerinden 74 kat saflastirilmasi gerceklestirilmistir
(Arslan vd., 2004). Ayrica, iyon degisim kromatografisi, hidrofobik etkilesim

kromatografisi ve jel flitrasyon kromatografisi, PFO’nun ¢esitli organizmalardan
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saflagtirilmasinda ¢ok yaygin kullanilan tekniklerdir. Bu teknikler kullanilarak yapilan
PFO saflastirma caligmalarinda, PFO, fasulye tohumlarindan 34 kat (Paul ve Gowda,
2000), aysberg marulundan 44.8 kat (Chazarra vd., 2001), Lactuca sativa var. capitata
L.’den 19.4 kat (Gawlik-Dziki vd., 2007), yenidiinya meyvesinden 39.9 kat
(Selles-Marchart vd., 2006), bir g¢esit kestaneden 36.87 kat (Xu vd., 2004), armuttan
10.8 kat (Zhou ve Feng, 1991), bir tiir patatesten 6.5 kat (Martin ve Ruberte, 1976) ve
Ferula sp. saplarindan 25.78 kat (Erat vd., 2006) saflagtirilmustir.

Kromatografik ayirma isleminden sonra, elde edilen enzim eliiati elektroforetik
olarak analiz edilmistir. Ham enzim o0ziitiinlin ve saf enzim eliatinin tatbik edildigi
% 12’1ik dogal poliakrilamid jel elektroforezinde, L-DOPA substrat boyamasi sonucunda,
PFO’nun varligini gosteren tek bir bant gozlenmistir. Ayrica, ayni jel lizerine uygulanan
saf enzim eliiatinda, yapilan coomassie brillant blue R-250 boyama ile, tek bir protein
bandinin varlig1 ve bu bandin da PFO’ya ait oldugu ortaya konulmustur (Sekil 16). Daha
once farkl bitki, sebze ve diger organizmalarda yapilan ¢alismalar sonucunda, birden fazla
PFO izoenzimlerinin varlig1 tespit edilmistir. Bunlardan bazilari, kusburnu (Sakiroglu vd.,
1996), papaya (Cano vd., 1996), déngel (Dincer vd., 2002), Trabzon hurmas: (Ozen vd.,
2004), karayemis (Colak vd., 2005), Anoxybacillus kestanbolensis K1 ve K4" (Yildirim
vd., 2004) ve Macrolepiota mastoidea mantar1 (Kolcuoglu vd., 2007) seklindedir.

Ham enzim 0ziitii, saf enzim eliiat1 ve standartlarin birlikte ytiklendigi % 12’lik SDS
poliakrilamid jel elektroforezinde, coomassie brillant blue R-250 boyama sonucunda, ham
enzim Oziitiinde var olan ¢ok sayidaki protein bantlarinin varligi gézlenmistir. Ayrica,
standart proteinlerle karsilastirildiginda, saf enzim eliiatinda, yaklasik 40 kDa’a karsilik
gelen bir protein bandi belirlenmistir (Sekil 17). Ancak elde edilen bu bulgular sonucunda,
saflagtirilan PFO’nun molekiiler agirliginin 40 kDa oldugunu sdyleyemeyiz. Enzimin ayni
molekiiler agirliga sahip birden fazla alt birim icerebilecegi miimkiindiir. Dolayisiyla,
enzimin alt birim igerip icermedigine dair denemeler yapilmadigindan, toplam alt birim
sayist, dordiinciil yapisi ve molekiiler agirligi hakkinda kesin bir sey sdylenemez. Nitekim,
fasulye tohumlarindan saflastirilan PFO’nun molekiiler agirligi yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ile 120 kDa olarak belirlenmistir. Oysa ki, yapilan SDS
poliakrilamid jel elektroforezinde 30 kDa civarinda tek bir bant gozlenmistir. Bunun
sonucu olarak, fasulye tohumu PFO’sunun bir tetramer oldugu ortaya konulmustur (Paul
ve Gowda, 2000). Flurkey (1989), fasulye yapragi PFO’sunun, molekiiler agirliklar
61.5 ve 60 kDa ile 44.5 ve 43 kDa olan dublet altbirimlerden olusan bir protein oldugunu
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bildirmistir. Ayrica, yenidiinya meyvesinden saflastirilan PFO ig¢in yapilan SDS
poliakrilamid jelde, 59.2 kDa’luk molekiiler agirliga karsilik gelen tek bir bant gézlenmis
ve yapilan jel flitrasyon kromatografisiyle, enzimin molekiiler agirligi 61.2 kDa olarak
belirlenmigstir. Bu sonuglara gore, enzimin bir monomer oldugu ortaya konulmustur
(Selles-Marchart vd., 2006). Ileriki calismalarda, HPLC veya jel flitrasyon kromatografisi
teknikleri kullanilarak, B. erythropus’tan saflastirilan PFO’nun dordiinciil yapist ve
molekiiler agirligi belirlenebilir.

(Calismada denenen ve difenolik substratlar olan 4-metilkatekol, katekol,
L-3,4-dihidroksifenil alanin (L-DOPA) ve 3-(3,4-dhidroksifenil)propiyonik asit (DHPPA)
B. erythropus PFO’su tarafindan yiikseltgenmis olmasina ragmen, bir monofenol olan
tirosin, enzim tarafindan yiikseltgenememistir. Bu denemeler sonunda elde edilen bilgiler,
enzimin gozlenen aktivitesinin, diger bazi1 bitki kaynaklarinda gozlenen PFO
aktivitelerinde oldugu gibi (Cash cd., 1976; Siddiq vd., 1992; Ding vd., 1998;
Perez-Gilabert ve Carmona, 2000; Beena ve Gowda, 2000; Ozen vd., 2004), bir difenolaz
aktivitesi oldugunu gostermistir. B. erythropus PFO’sunun, segilen bu difenolik substratlar
arasindan, en yliksek aktiviteyi gosterdigi substrat, 4-metil katekol olarak belirlenmistir.
Macrolepiota mastoidea mantari PFO’sunun (Kolcuoglu vd., 2007), Portabella mantari
PFO’sunun (Zhang ve Flurkey, 1997), elma PFO’sunun (Trejo-Gonzalez ve Soto-Valdez,
1991) ve bir tiir marul PFO’sunun (Gawlik-Dziki vd., 2007) 4-metil katekol ve katekol
substratlarina olduk¢a biiylik ilgi duyduklar1 bildirilmistir. Katekol ve 4-metil katekol
substratlarina PFO 1ilgisi benzerdir. Ancak, ¢ogu zaman 4-metil katekoliin oksidasyonu
biraz daha fazladir. Bu da, 4-metil katekoliin para- pozisyonunda elektron vericisi olan
metil grubunun bulunmasinin, katalitik etkinligini arttirmasindan ileri gelmektedir (Paul ve
Gowda, 2000).

Enzimlerde, optimum pH degerleri, kullanilan materyalin kaynagina, ham enzim
Oziitlii hazirlama yontemine ve kullanilan substrata gore farkliliklar gosterir (Aylward ve
Haisman. 1969; Jiang, 1999). Bu yiizden, pH, enzim aktivitesinin ifadesinde 6énemli bir
faktordiir. B. erythropus PFO’sunun pH’ya bagimliligi, 3.0-9.0 pH degerleri arasinda
incelendiginde, grafigin tek pik verdigi ve optimum pH’nin 8.0 oldugu gozlenmistir
(Sekil 18). pH - % bagil aktivite profilinde tek bir optimum pH’nin gézlenmesi, dogal
poliakrilamid jel elektroforezi ile de belirlendigi gibi, B. erythropus’ta tek bir PFO
izoformunun olabilecegini desteklemektedir. pH’nin enzim aktivitesi iizerine etkisini

gosteren bu grafige gore, enzimin asidik pH degerlerinde, 4-metilkatekol oksidasyonunu
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katalizleyebilme yetenegi ¢ok diisiiktiir. Notral pH degerlerine dogru gidildikge, bu
difenolik substratin enzim tarafindan oksidasyonunun arttigi ve pH 8.0’da maksimuma
ulastig1 goriilmiistiir. Degisik organizmalardaki difenolazlarin, 4-metilkatekol varliginda
karakterizasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ise, PFO icin optimum pH, dutta
5.0 (Arslan vd., 2004), fasulye tohumlarinda ve yaban mersininde 4.0 (Paul ve Gowda,
2000; Kader vd., 1997)), ahudududa 8.0 (Gonzales vd., 1999) ve kusburnunda 8.5
(Sakiroglu vd., 1996) olarak belirlenmistir. Ayrica, PFO i¢in birden fazla optimum pH
daha once, bir tiir avakadoda 4.5 ve 5.0 (Gomez-Lopez, 2002), bir tiir elmada 5.0 ve 7.5
(Rocha ve Morais, 2001), Anamur muzunda 5.5 ve 7.0 (Unal, 2007) ve kayisida 7.0 ve 8.5
(Arslan vd., 1998) olarak bildirilmistir. Bu sonuglara gore, B. erythropus difenolazinin,
onceden bildirilen difenolazlarla, pH optimumu agisindan uygunluk gosterdigi
goriilmektedir.

B. erythropus PFO’sunun aktivitesinin sicaklikla degisimi, 0-80 °C araliginda
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, enzimin optimum sicakligi 20 °C olarak
belirlenmistir (Sekil 19). 0-10 °C araliginda enzim aktivitesinin % 60 civarinda oldugu ve
20-40 °C araliginda ise enzimin aktivitesini % 70’in lizerinde korudugu gézlenmistir. 50 °C
ve lizeri sicakliklarda, enzim aktivitesi giderek azalmis ve 80 °C’de ise enzim, aktivitesinin
% 80’ini kaybetmistir. Farkli kaynaklarda PFO’nun optimum sicakliklart B. erythropus
PFO’su ile benzerlik gostermekle beraber, dutun Morus nigra L. tiirinde 20 °C ve
Morus alba L. tiiriinde ise 40 °C (Colak vd., 2007), seftalide 20 °C (Mihalyi vd., 1978),
taro ve patateste 25-30 °C (Duangmal ve Owusu Apenten, 1999), patlicanda 30 °C
(Concellon vd., 2004) ve daha yiiksek optimum sicakliklar, ¢ilekte 50 °C (Serradell vd.,
2000), Thermomicrobium roseum bakterisinde 50 °C (Kong vd., 2000) ve Anoxybacillus
kestanbolensis K1 ve K4' bakterilerinde 80 °C ve 70 °C (Yildirim vd., 2005) olarak
bildirilmistir.

B. erythropus PFO’su, farkli pH degerlerinde 4 °C’de 24 saat ve 120 saat
inkiibasyona maruz birakildiginda, difenolaz aktivitesinde genel olarak ciddi kayiplarin
olmadig1 gozlenmistir. Dolayisiyla, B. erythropus PFO’sunun sahip oldugu difenolaz
aktivitesi acisindan, yiiksek pH kararliligina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 24).
Ozellikle 4 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, enzimin aktivitesini ¢alisilan her pH
degerinde % 85’in lizerinde korumasi, sdz edilen sicaklik ve siire zarfinda enzimin oldukca
kararli oldugunu gostermektedir. Enzim, 4 °C’de 120 saat inkiibe edildikten sonra,

pH 4.0-8.0 olmak iizere genis bir pH araliginda, aktivitesini % 60’1n {izerinde korumustur.
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pH 3.0 ve pH 9.0°da ise enzimin aktivitesinin yaklasik % 60’11 kaybettigi gdzlenmistir.
Benzer sekilde, daha 6nce muzdan saflastirilan PFO’nun, pH 5.0-11.0 degerleri arasinda,
4 °C’de 48 saat inkiibasyonu sonunda aktivitesini % 90’1n {izerinde korudugu gozlenmistir
(Yang vd., 2000). Ayrica, benzer pH kararliliginin lahana PFO’su i¢in gozlendigi
(Fujita vd., 1995; Fujita vd., 1997), fakat elma (Murata vd., 1992), marul (Fujita vd.,
1991), Japon armutu (Tono vd., 1986) ve patlican (Fujita ve Tono, 1988) PFO’sundan
farkli oldugu bildirilmistir.

B. erythropus PFO’sunun, 0-80 °C araliginda, saatte bir aktivite tayini yapilmak
suretiyle, toplam 4 saatlik inkiibasyonu sonunda kalan aktiviteleri belirlenerek, 1sil
kararlilig1 incelenmistir (Sekil 26). Elde edilen verilere gore, optimum sicaklik olan
20 °C’de, 1 saatlik inkiibasyon sonunda enzim aktivitesini % 90’1n {izerinde korumustur.
4 saatlik inkiibasyon sonunda ise enzimin hala % 70 civarinda aktivitesini korudugu
g6zlenmistir. 10-40 °C araliginda, 1 saatlik inkiibasyon sonunda, enzim aktivitesini sadece
yaklagik % 20 civarinda kaybederken, 4 saatlik inkiibasyon sonunda, ozellikle 10-30 °C
araliginda aktivitesini % 70’in lizerinde korumustur. Enzim, 40 °C’de 1 saatlik inkiibasyon
sonunda, aktivitesini % 80 korurken, sonraki inkiibasyon siirelerinde aktivitesi giderek
azalmustir. 50 °C ve lizeri sicakliklarda ise enzim, 1 saatlik inkiibasyon siiresinden itibaren,
aktivitesini 6nemli 6l¢iide kaybetmis ve toplam inkiibasyon siiresi sonunda, neredeyse hig
aktivitesi kalmamistir. Gawlik-Diziki ve arkadaslar1 tarafindan (2007), bir tiir marul
PFO’sunun, 30 ve 40 °C’lerde, 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, olduk¢a kararli oldugu ve
aktivitesini % 60’ {izerinde korudugu belirlenmistir. Allium sp. PFO’sunun 40 °C’de
30 dakika, erik ve muz PFO’sunun 70 °C’de 30 dakika ve yerelmasi PFO’sunun 60 °C’de
30 dakika kararli olduklar1 bildirilmistir (Aydemir, 2004). Verilen bu bilgiler
dogrultusunda, B. erythropus PFO’sunun, 0-30 °C araliginda 4 saatlik inkiibasyonu
sonucunda, 1s1l kararliliginin oldukc¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. Yiiksek sicakliklarda
ise, enzimin aktivitesindeki diismeler, sicaklifin etkisi ile, enzimin tersiyer yapisinda
negatif degismelerin olmasindan kaynaklanabilmektedir (Jiang, 1999; Amiza ve Apenten,
1994; Vamos-Vigyazo, 1981; Arslan vd., 1997; Ozen vd., 2004; Dinger vd., 2002).

Ea, k, AG", AH" ve AS" gibi bazi termodinamik parametreler, enzimin termal
kararliligin1 belirlemek amaciyla, gergeklestirilen farkli sicakliklardaki 4 saatlik
inkiibasyon sonunda, kalan aktiviteler kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 7). Elde edilen bu
sonuglar, daha dnce Trabzon hurmasinda (Ozen vd., 2004), iki karayemis tiiriinde (Colak

vd., 2005) ve Macrolepiota mastoidea mantarinda (Kolcuoglu vd., 2007) elde edilen
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sonuglarla uyum i¢indedir. Ayrica, AH" degeri, transisyon halinin olusumunda, kovalent
olmayan etkilesimlerin kirtlmasi i¢in gerekli olan enerjinin bir dl¢iisiidiir. Bu ¢alismada,
0-80 °C araliginda hesaplanan AH” degerlerinin ortalamasinin yiiksek olmasu, literatiirde de
belirtildigi gibi, difenolaz aktivitesinin sicakliga karsi duyarli oldugunu gostermektedir
(Duangmal vd., 1999; Amiza ve Apente, 1994; Galani ve Apenten, 1997; Mazzafera ve
Robinson, 2000). Ayrica, enzimin difenolaz aktivitesi i¢in hesaplanan E, degeri, daha 6nce
Trabzon hurmasi PFO’su (Ozen vd., 2004) ve Macrolepiota mastoidea mantar1 (Kolcuoglu
vd., 2007) i¢in hesaplanan E, degerleri ile hemen hemen ayni bulunmustur. Bunun
sonucunda, bu organizmalardaki PFO’nun sahip oldugu difenolaz aktivitesi yoniinden
katalizledigi reaksiyonlarin mekanizmalarinin oldukg¢a benzer oldugu sdylenebilir.

B. erythropus PFO’sunun aktivitesi lizerine enzim Kkonsantrasyonunun etkisi
incelendiginde, 50 pg/mL’lik protein igerigine kadar, PFO aktivitesinin arttigi, daha
yiiksek protein konsantrasyonlarinda ise, PFO aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz
oldugu belirlenmistir (Sekil 20). Sonug¢ olarak, optimum enzim konsantarsyonuna
ulagildiktan sonra, difenoliin oksidasyon hizinin, enzim miktarindan bagimsiz olarak
gerceklestigi soylenebilir. Tespit edilen bu enzim konsantrasyonu literatiir bilgileri ile
uyum i¢inde olup, genellikle reaksiyon karigimlari, 10-100 pg/mL arasinda PFO
konsantrasyonu icermektedir (Paul ve Gowda, 2000).

Enzim konsantarsyonu sabit tutularak, degisen susbstrat konsantrasyonlarinda ¢izilen
substrat-doygunluk grafiginden, B. erythropus PFO’sunun basit Michaelis-Menten
kinetigine uydugu acikca goriilmiistiir (Sekil 21). Cizilen bu grafikten yararlanilarak,
enzimin optimum substrat konsantarsyonu 10 mM olarak belirlenmistir. 10 mM substrat
konsantrasyonunda, enzimin substrati ile doygunluga ulastigi ve bundan sonraki
konsantrasyonlarda, hizinin degismedigi saptanmistir. Enzimin, difenolik substrati
4-metilkatekol varligindaki kinetik verileri olan Michaelis-Menten sabiti (K,) ve
maksimum hiz (Vmaks) degerleri, cizilen Lineaweaver-Burk grafiginden sirasiyla, 2.8 mM
ve 1428.6 U/mg protein olarak belirlenmistir. (Sekil 22). 4-metilkatekol substrati
varhiginda PFO aktivitesi i¢in K;, degerlerinin, kekikte 9.8 mM, Amasya elmasinda
3.1 mM (Dogan ve Dogan, 2004), patlicanda 3.24 mM (Concellon vd., 2004),
Euterpe edulis’te 2.0 mM (Lourengo vd., 2006), ayvada 4.54 mM (Yagar ve Sagiroglu,
2002), Portabella mantarinda 2.1 mM (Xiaodong ve Flurkey, 1997) ve Ferula sp.
saplarinda 6.78 mM (Erat vd., 2006) oldugu bildirilmistir. Bu caligmadan elde edilen

sonuglar, bazi farkli kaynaklarda gozlenen difenolazlar igin, 4-metilkatekol gibi kiigiik
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molekiiler agirlikli o-difenollerin etkili substratlar olduklarimi goésteren sonuglarla
uyumludur (Palmer, 1995; Walker, 1995; Cano vd., 1996; Perez-Gilabert ve
Garcia-Carmona 2000; Ozen vd., 2004). Ayrica, bu enzimin 4-metilkatekol gibi kiiciik
substrata ilgi duymasi, enzimin, kiiciik substrat baglanma bdlgesine sahip oldugunu
gosterir.

4-metilkatekol substrati varhiginda, Hill esitligi kullanilarak, Hill egrisi ¢izilmistir
(Sekil 23). Cizilen bu grafikten yararlanilarak, Hill sabiti (h) 1.0 olarak bulunmustur. Hill
sabitinin 1’e esit olmasi, B. erythropus PFO’sunun tek bir baglanma bdlgesinin
olabilecegini ve bu enzimin bir kooperativiteye sahip olmadigini gosterebilir (Chilaka vd.,
1993; Giiner, 2007).

Birgok organizmada enzimatik esmerlesme, oksijen veya fenolik reaktantlarin
uzaklastirilmasiyla veya PFO inhibitoriiniin  kullanilmasiyla azaltilabilir  veya
durdurulabilir. Organizmadan oksijenin tamamen uzaklastirilmast zordur (Dogan ve
Dogan, 2004). Enzimatik esmerlesmeyi Onlemek amaciyla, arastirmacilar tarafindan
kullanilan birg¢ok inhibitdr vardir (Dogan vd., 2004; Sakiroglu vd., 1996; Yang vd., 2001).
Mantarlarin olgunlagmasi ve islenmesi esnasinda, mantar endiistrisinde de ciddi ekonomik
kayiplara yol acan, enzimatik esmerlesmenin onlenebilmesi i¢in, en sik bagvurulan yol,
inhibitorlerin kullanimidir. Yakin zamana kadar, bu amagla, en ¢ok kullanilan inhibitor
SO, olmustur. Ancak, bu bilesigin insan sagligina vermis oldugu zararlardan dolay, tiol
grubu iceren bilesikler gibi alternatifler denenmeye basglanmis ve olumlu sonuglar
alinmistir. Bu ¢alismada da, bir ¢ok bitki PFO’su i¢in inhibitor olarak denenen, askorbik
asit, sodyummetabisiilfit, sodyum azid ve benzoik asit denenmis ve her bir inhibitor icin
belirlenen sy degerleri Tablo 8’de verilmistir. Elde edilen veriler, kullanilan inhibitérler
arasinda, enzimi en etkin inhibe eden inhibitdriin sodyummetabisiilfit ve bunu takiben de
askorbik asit oldugunu gostermistir. Sodyummetabisiilfitin 0.125 mM konsantrasyonunda,
enzimin hemen hemen tamamen inhibe oldugu goriilmistir (Sekil 28).
Sodyummetabisiilfitin gozlenen etkili inhibisyonu, daha ©nce belirtildigi gibi, tiol
bilesiklerinin PFO’lar i¢in etkili inhibitorler olduklarini desteklemektedir (Friedman ve
Bautista, 1995; Ding vd., 1998; Duangmal ve Owusu-Apenten, 1999; Yang vd., 2000).
Siilthidril grubu iceren bilesiklerin inhibisyon mekanizmasinin iki sekilde olabilecegi ileri
siriilmiistiir. Bunlardan birincisi, kinon bilesikleri ve kiikiirt gruplar1 arasinda konjugat
meydana gelerek, bu bilesiklerin ¢okmesi ve dolayisiyla, melanin pigmentlerinin

olusamamasidir. Ikincisi ise, bu bilesiklerin igerdigi kiikiirdiin yiiksek bir ilgiyle, enzimin
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aktif bolgesinde bulunan bakir atomuna ve histidin birimlerine doniisiimsiiz olarak
baglanmasiyla inhibisyonun ger¢eklesmesidir (Ding vd., 2002). Bir diger inhibitdr olan
askorbik asidin de etkili bir inhibisyon yaptig1 ve 0.25 mM konsantrasyonunda, enzim
aktivitesinin neredeyse tamamini inhibe ettigi gozlenmistir (Sekil 29). Askorbik asidin
etkili inhibisyonu, daha Once yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Sapers ve Ziolkowski,
1987; Hsu vd., 1988; Dudley ve Hotchkiss, 1989; Ros vd., 1993; Paul ve Gowda, 2000;
Aydemir, 2004). Askorbik asit, ortamda bulunan oksijenle daha hizli bir sekilde reaksiyona
girdiginden, enzim aktivitesini azaltabilmekte veya durdurabilmektedir (Ros vd., 1993).
Daha cok bir antioksidan olarak etki eden askorbat, esmerlesmeye neden olan pigmentlerin
olusmasima izin vermeden, PFO tarafindan difenolden olusturulan kinonu indirger
(Aydemir, 2004). Ayrica, askorbat, PFO tarafindan {iretilen kinonoid bilesiklerin {iretimini,
bu bilesiklerle veya enzimin bakir merkezli aktif bolgesiyle selat olusturarak
kisitlayabilmektedir (Martinez ve Whitaker, 1995; Sapers, 1993; Zawistowski vd., 1991).
Enzimlerin ¢ogu, aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in kofaktér olarak metal
iyonlarina ihtiya¢ duyar. Metal iyonlari, farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar
bilesiklerde farkli geometriye ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu ytlizden,
proteinler karsisinda farkli ligand 6zellikleri gosterebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa vd.,
2001). PFO aktivitesi iizerine etkisi incelenen metal iyonlarindan, AI’”’iin enzim
aktivitesini % 27 arttirdigi, K*, Mg®" ve Cd*”un aktivitede 6nemli bir degisiklik
yapmadigi, Li", Na', Ca*", Mn*", Cu*", Zn*", Cr*" ve Ni*"in aktiviteyi inhibe ettigi
gbzlenmistir (Tablo 9). Bu c¢alismada denenen metal iyonlarinin, PFO aktivitesi iizerine
yapmis olduklar1 etkiler, daha Once bildirilen bazi metal iyonlarmin Macrolepiota
mastoidea PFO’su (Kolcuoglu vd., 2007) ve muz PFO’su (Yang vd., 2000) {izerine yapmis
olduklart etkiler ile benzerdir. Aktivasyona veya inhibisyona sebep olma gibi durumlar,
metal iyonlarinin proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalar1 sonucu, enzimin yapisini
farkl sekilde etkileyebilmelerinden kaynaklanabilir (Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001).
PFO’nun, reaksiyon ortaminda biyokatalizor olarak, farkli oranlarda su-organik
¢Oziicii  karisimlarindaki  davranisi, bazi arastirmacilar tarafindan incelenmistir
(Richard-Forget vd., 1992; Robert vd., 1995; Gauillard ve Richard-Forget, 1997). PFO’nun
sulu ortamda kullanimi, olusan 0-kinonlarin polimerizasyonunun, enzimi inaktif etmesi
nedeniyle sinirhidir (Kazandjian ve Klibanov, 1985). Son yillarda, 6zellikle sinirli 0-kinon
polimerizasyonundan dolayi, PFO aktivitesi i¢in, potansiyel bir reaksiyon ortami olarak,

organik ¢oziiciilerin kullanildig: bildirilmektedir (Estrada vd., 1991). Biitiin bunlar dikkate
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alinarak yapilan calismada, toluen, diklorometan ve dikloroetan organik ¢dziiciileri
ortaminda, katesinin  enzimatik  oksidasyonuyla olusan renkli  bilesiklerin,
spektrofotometrik tarama grafikleri Sekil 32, Sekil 33 ve Sekil 34’te goriilmektedir. Elde
edilen bu grafiklere gore, her bir ¢dziicii ortaminda, enzimin kullanilmadigi reaksiyon
karisiminin - spektrofotometrik taramasi sonucunda, absorbansin hemen hemen sifir
civarinda ve neredeyse hi¢ degismedigi belirlenmistir. Her bir ¢6ziicii ortaminda, enzimin
bulundugu reaksiyon karisimlarinin spektrofotometrik taramasinda ise, oOzellikle
350-400 nm araliginda, absorbansta belirgin bir artig gdzlenmistir. Sonug olarak, katesinin
ilgili kinonlara biyodoniisiimiiniin, saflastirilan PFO ile gergeklestirilebildigi goriilmiistiir.
Elde edilen bu bulgular, daha 6nce bu konu ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen
sonugclarla (Goodenough vd., 1983; Tse vd., 1997; Kermasha vd., 2001) uyum i¢indedir.
Sonug olarak, B. erythropus’tan saflagtirilan ve difenolaz aktivitesine sahip olan
PFO’nun, 4-metilkatekol substrati varliginda, optimum pH ve sicaklik, pH ve 1sil
kararlilig1, cesitli genel PFO inhibitorlerine karsi gosterdigi inhibisyon profilleri, metal
iyon etkisi, kinetik bazi1 parametreler ve organik ¢oziiciilerdeki davranisi acisindan, ¢esitli

organizmalardaki PFO’lara olduk¢a benzer davranislar gosterdigi belirlenmistir.



5. ONERILER

Degisik organizmalarda PFO etkinligine bagl olarak gelisen pigment olusumu ve
enzim katalizli reaksiyondan bagimsiz olan esmerlesme reaksiyonlariyla meydana gelen
renk degisimleri, bir dereceye kadar istenir. Ozellikle besinlerin depolanmasi ve
endiistriyel olarak islenmesi sirasinda, ¢ogu kez bu reaksiyonlar ve dolayisiyla renk
degisimleri, arzu edilen seviyede durdurulamadiklarindan, besinlerin fiziksel 6zellikleri,
yani goriiniislerindeki degisimler yaninda, duyusal ve besinsel 6zelliklerinde degisimlere
de yol agar. Bu durum, ayni zamanda ciddi ekonomik kayiplara da neden olur. Esmerlesme
reaksiyonlarinin  yan etkilerini ortadan kaldirmak ve yararli olan esmerlesme
reaksiyonlarini optimize etmek i¢in besinlerin bilesimindeki de§ismelerinin, besinsel ve
toksikolojik acilardan tanimlanmasi ve bu arzu edilmeyen ydnlerinin engellenmesine
ihtiyag vardir. Bu da, ancak esmerlesmeyi saglayan PFO aktivitelerinin kapsamli
karakterizasyonu ile saglanabilir.

Ozellikle son yillarda enzimlere olan talebin artmastyla, oldukc¢a éneme sahip olan
PFO enzimi de degisik teknikler kullanilarak saflagtirllmistir. Ham enzim 0&ziitiinden
PFO’nun saflastirilmasi i¢in, istenen saflik derecesine ve enzim kaynagina gore degisen
cok c¢esitli metotlar tanimlanmistir. Bu metotlardan siklikla uygulananlarn, farkh
doygunlukta amonyum siilfat veya organik bir ¢oziicii ile ¢oktiirme, diyaliz, iyon degisim
kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisidir.
PFO saflastirma islemlerinde, genellikle bu ii¢ kromatografik teknik, arka arkaya kullanilir.
PFO’nun saflastirilmasi i¢in uygulanan metotlardan biri de, afinite kromatografisidir. Bu
teknikle, saflastirma, ¢ok zor, yorucu ve bazi hallerde imkansiz olan bir ¢cok ayirma
islemlerine gerek olmadan, kisa zamanda gergeklesmekte ve yiiksek bir verimle
saflastirilmis bilesikler elde edilmektedir. Bu nedenle, PFO i¢in afinite kromatografisinde
kullanilabilecek alternatif afinite jelleri, ilgili sentez reaksiyonlar1 gbéz Oniinde
bulundurularak sentezlenebilir. Ayrica, ileriki ¢alismalarda, Boletus erythropus’tan
saflagtirllan PFO’nun, altbirim igerip igermedigi ve bdylece dordiinciil yapist ile toplam
molekiil agirliginin belirlenebilmesi i¢in, yiiksek basingli sivi kromatografisi veya jel
flitrasyon kromatografisi teknikleri uygulanabilir. Saflastirilan PFO’nun, gesitli kimyasal

maddeler varligindaki davraniglar1 incelenerek, yeni inhibitorlerin arastirilmasi ve bu
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inhibisyon mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde ortaya konulmasi, 6zellikle gida sektorii
i¢cin onemli yararlar saglayacaktir.

Enzimlerle ilgili en 6nemli durum, bu biyolojik katalizérlere endiistrinin duydugu
taleptir. Son yillarda, sentetik kimya alaninda en 6nemli gelismeler, biyolojik sistemlerin
kullanildig1 kimyasal reaksiyonlarla iligkili olmaktadir. Enzim ya da enzim gruplari
tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel organik reaksiyonlardan yiiksek verim, tek bir
iiriin olusumu, uygun ortam sartlar1 gibi olumlu ydnleri agisindan, oldukc¢a avantajhdir.
Enzimlerin diger {istiin 6zellikleri ile endiistriyel kullanimi hizla gelismektedir. Ozellikle
yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen oksidaz tiirii enzimlere talep
oldukca yiiksektir. Anorganik ve organik kimya alanlarinda gergeklestirilen bazi sentez
reaksiyonlarinin, bundan sonraki ¢aligmalarda daha iliman kosullar altinda, enzim katalizli
gergeklestirilmesiyle, daha yiiksek verimde bilesikler elde edilip, baz1 spektroskopik
cihazlarla, elde edilen iiriinlerin yap1 aydinlatmasi yapilabilir. Cesitli endiistrilerde, ilging
tirlinlerin sentezini katalizleyebilecek yeni enzimlerin incelenmesine, siirekli ihtiyac vardir.
Yeni enzimler bulmanin en etkili ve basarili yollarindan biri, ¢ok sayidaki organizmanin
dikkatle incelenmesidir.

Ticari yollarla sentezlenmesi olduk¢a gii¢ olan ve toksik maddeler kullaniimadan
elde edilen fenolik bilesiklerin fonksiyonel polimerlerinin PFO ile sentezi, bu alandaki
calismalar1 hizlandirmustir. Insan sagligi acisindan &nemli tehlikeler olusturan fenolik
bilesiklerin, 6zellikle monofenollerin, atik sularla kirlenen akarsularda ve bunlarla sulanan
topraklarda varligini tespit etmek amaciyla, ¢evreye ekstra kirlilik vermeyen ve oldukga
hassas olan biyosensorlerin, mantar tirosinazinin immobilize edilmesiyle kullanimi
olduk¢a 1ilgi cekicidir. Fenol-formaldehid reginelerinin olduk¢a yaygin kullanildigi
endiistriyel alanda, bu reginelerin ¢ok iyi dayaniklilik gostermesine ragmen, formaldehitin
toksik Ozelligi ¢esitli problemlere neden olabilmektedir. Bunun i¢in de, formaldehid
kullanilmadan fenol polimerlerinin hazirlanmasinda, enzimatik yontem oldukea ilgi goriir.
Boylece hem fenollerin polimerizasyonu 1liman sartlar altinda, toksik ajanlar
kullanilmaksizin gergeklesirken, hem de polimerin yapist ve ¢oziinebilirligi, reaksiyon
sartlarinin degistirilmesiyle kontrol edilebilir.

B. erythropus gibi mantarlarin yiiksek antioksidan 6zellik gostermesi, bu mantarlara
olan talebi giin gectikge arttirmaktadir. Ancak, B. erythropus, yilin belli zamanlarinda
bulunabilmesi ve heniiz kiiltiirii yapilamamasi nedeniyle, kolay ulagilamayan bir tiirdiir ve

saf kimyasallarin sentezinde kullanilacak difenolaz enzimlerinin saflagtirilmasi i¢in yeterli
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bir kaynak olmayabilir. Bu nedenle, bu mantarin Kkiiltiirinlin yapilabilirliliginin
incelenebilecegi gibi, bu organizmada difenolaz enzimini kodlayan genin belirlenip, uygun
bir organizmaya klonlanarak ileri derecede ekspres edilmesi saglanabilir. Bdylece, enzimin
daha kontrollii ve daha bol iiretilmesi miimkiin olacaktir.

Biitiin bu bilgiler 1s181nda, son yillarda aragtirmacilar arasinda oldukga ilgi goren,
Onemi her giin biraz daha artan mantar PFO’su, engin klinik kullanimi ve endiistriyel

uygulamalari1 nedeniyle daha bir¢ok arastirmaciya konu olacak gibi goriilmektedir.
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