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OZET

MALATYA KAYISISI (PRUNUS ARMENIACA L.) CEKIRDEGINDEN
BETA-GLUKOZIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI
VE KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZI
ZEKi EKMEKCIi
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJIi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. YUSUF TURAN)
(ES DANISMAN: YRD. DOC. DR. HATIBE KARA)
BALIKESIR, HAZIRAN-2016

Bu ¢alismanin amaci bitkilerde 6nemli rolii olan B-Glukozidaz enzimini,
Malatya kayisist meyva ve ¢ekirdeginden saflagtirmaktir. Enzim aktivitesi meyva ve
cekiredekte iki donem olarak arastirilmistir. Her iki donemde de enzim aktivitesinin
cekirdekte daha yiliksek oldugu bulunmustur. Bu ylizden sonraki ¢aligmalarda enzim,
kayis1 ¢ekirdeginden saflastirilarak karakterize edilmistir. Ekstraksiyon asamasini
takiben amonyum siilfat c¢oktiirmesi yapilmis ardindan hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile enzim saflastirilmistir. Enzim % 14 verimle 11.1 kat saflastirilmig
ve SDS-PAGE’de molekiil agirlig1 yaklasik 60 kDa olarak goriintiilenmistir.

Saflastirilan enzimin optimum sicaklik degeri 55°C ve optimum pH degeri
5.0 olarak tespit edilmistir. Para-Nitrofenil B—D-glukopiranosid (p-NPGlu), orto-
nitrofenil p—D-glukopiranosid (o-NPGlu), para-nitrofenil p—D-galaktopiranosid (p-
NPGal) ve orto-nitrofenil f—D-galaktopiranosid (o-NPGal) bazi yapay substratlarin
enzime olan ilgisi arastirilmistir. p-NPGlu i¢in Ky degeri 2.48 Mm, V. degeri ise
58.14 EU bulunmus, enzimin en yiiksek afiniteyi bu substrata kars1 gosterdigi tespit
edilmistir.

Saflastirilan kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidazina, glukoz ve 8-Glukonolaktonun
inhibitor etkileri aragtirllmistir. Glukozun enzimi gii¢lii inhibe etmedigi goriilmiis ve
dolayisiyla ICsy degeri hesaplanmamistir. 6-Glukonolaktonun ICsy degeri ise 0.83
mM olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Malatya kayisisi, B-Glukozidaz, saflastirma,
karakterizasyon, Prunus armeniaca.



ABSTRACT

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF BETA-GLUCOSIDASE
FROM SEED OF MALATYA APRICOT
(PRUNUS ARMENIACA L.
MSC THESIS
ZEKi EKMEKCI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. YUSUF TURAN )
(CO-SUPERVISOR: ASSIST PROF. DR. HATIBE KARA )
BALIKESIR, JUNE-2016

The aim of this study is to purify B-Glucosidase, which has important role in
plants, from both fruit and seed parts of Malatya apricot separately. Enzyme activity
was investigated in two periods as the seed and fruit. Enzyme activity in seed extract
was determined quite higher than the activity from fruit extract in both periods.
Therefore, the enzyme has been isolated from seeds of apricot and subsequently
purified during the entire experiments. Following the extraction, the enzyme was
precipitated with ammonium sulfate and purified by using hydrophobic interaction
chromatography. The enzyme was purified 11.1- fold with 14 % yield and enzyme
protein was visualized and determined moleculer weight about 60 kDa on SDS-
PAGE gel.

Optimum temperature and pH of the purified enzyme were determined as
55°C and 5.0 respectively. Some of the artificial subsrates of the enzyme para-
nitrophenyl B-D-glucopyranoside (p-NPGlu), para-nitrophenyl B-D-
galactopyranoside (p-NPGal), orfo-nitrophenyl B-D-glucopyranoside (o-NPGlu) and
orto-nitrophenyl B-D-galactopyranoside (0o-NPGal) have been investigated in the
interest of. Kinetic values of the enzyme, which are expressed as Ky and V,.x were
determined against p-NPGlu as 2.48 mM and 58.14 EU, respectively.

The inhibitory effects of glucose and &-Gluconolactone were investigated on
purified apricot seed B-Glucosidase. Glucose was observed that due to the not strong
inhibition and ICsq value was not calculated. ICsg value of 0-Gluconolactone was
determined as 0.83 mM.

KEYWORDS: Malatya apricot, B-Glucosidase, purification, characterization.
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1. GIRIS

Enzimlerin, metabolik reaksiyonlari hizlandirdig1 ve ¢ogunun protein yapida
bliyiik molekiiller oldugu bilinmektedir. Dogal ortamlar1 disinda da uygun kosullar
saglandiginda etkilerini gosterebilen enzimler, bundan dolay1r pek c¢ok kimyasal
reaksiyonu hizlandirabilmektedir. Bu durumda enzimlerin yer aldiklar1 dokularin
veya hiicre kisimlarinin belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyonlardaki islevlerinin
ortaya ¢ikarilmasi, etki mekanizmalarinin ve kinetik 6zelliklerinin tiim ayrintilariyla
incelenmesi i¢in enzimlerin saflastirilarak elde edilmesi giiniimiizde biiyiik bir 6nem

tagimaktadir.

Sistematik adi1  p-D-glukozid glukohidrolaz (EC 3.2.1.21) olan f-
Glukozidazlar, oligosakkaritlerdeki veya diger glukoz bilesiklerindeki f(1.4)
glukozid  baglarint  hidroliz eden  enzimlerdir [1].  B-Glukozidazlarin
mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerde yaygin olarak bulunduklar1 ve biyolojik
yollarda énemli gorevlere sahip oldugu bildirilmektedir [2]. Ornegin baz1 bitkilerde,
hastalik esnasinda konukg¢u glikozidaz enzimler, glikozitleri toksik aglikonlara
doniistiirerek hastalik yapici kosullarin ortadan kalkmasini saglayabilir. Bu sekilde
konukeu glikozidazlar organizmanin hastaliga dayanikli olmasinda 6nemli bir role
sahip olmus olurlar [3]. Ayrica bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili birkag yiiz
B-Glukozidik {iriin tesbit edilmistir. Fakat bu iirlinlerin ortaya ¢ikmalart i¢in -
Glukozidaz enzimlerinin hidrolizlenmesine ihtiya¢ vardir. Bu enzimler, i¢ecek ve
mesrubat sanayisinde meyva suyu ve sarap iiretiminde kullanilmaktadir. Uretim
sirasinda veya sonrasinda eklendiginde triinlerin tat, lezzet, aroma ve diger kalite
faktorlerinde artis gozlemlenmektedir [4]. Bundan dolay1r o6zellikle tarim ve
ormancilik alanlarinda ve biyoteknolojik calismalarda, B-Glukozidaz enzimleri

bilimsel aragtirmalarin hedefi olmaktadir [1].

Bu calismada Malatya kayisist (Prunus armeniaca L.) meyvast ve
cekirdeginde B-Glukozidaz enziminin biyokimyasal yontemlerle saflastirilmasi ve
kinetik Ozelliklerinin belirlenmesi amag¢lanmigtir. Bunun i¢in asagidaki caligsmalar

planlanmugtir.

= Kayist meyvasindan ve ¢ekirdeginden ham ekstraktin hazirlanmasi.



= Kayist meyvasinin ve ¢ekirdeginin enzim aktivitesine bakilmasi.

= Kayist ¢ekirdeginin, ham ekstraktini amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilarak kismi saflastirmasinin yapilmasi.

= Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz
enziminin saflagtirilmasinin yapilmasi.

= SDS-PAGE ile safliginin kontrolii.

=  Enzimin optimum pH ve optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesi

= Enzimin farkli substratlara (p-NPGlu, o-NPGlu, p-NPGal ve o-
NPGal) kars1 kinetik 6zelliklerinin (Ky; ve Viax ) aragtirilmast.

* Enzimin literatiirde gecen (d-Glukonolakton ve glukoz) inhibitor

maddelere karsi aktivitesinin incelenmesi.

1.1 Malatya kayisisi

Ulkemizde ekonomik olarak énemli bir degere sahip olan kayisi ok sevilerek
tilkketilen bir meyvadir. Kayisi ¢ekirdeginin tatli olanlar1 kuruyemis olarak yenilir, aci
olanlar ise kozmetik ve ila¢ sanayiinde hammadde olarak kullanilmaktadir. Ayrica
kayist ¢ekirdeginin tohum ve kabugundan badem yagi, yemeklik yag, benzaldehit
(aroma esansi), furfural, aktifkarbon, amigdalin ve hidrosiyanik asid elde
edilmektedir. Kayisinin govde, dal ve cekirdek kabuklarinin yakacak olarak
kullanilmasinin yani sira kayist agacinin yas yapraklar: hayvanlara yem olarak da
verilmektedir. Kayis1 llkemizde en yaygin olarak Malatya ve cevresinde
yetistirilmektedir. Malatya gerek agac sayis1 gerekse yas ve kuru kayisi iiretimiyle
sadece Tirkiye’nin degil diinya’nin en 6nemli kayis1 iiretim merkezidir. Diinyada
kuru kayist tretiminin yaklasik ylizde 85’1 Tiirkiye’de gerceklestirilmektedir.
Tirkiye’de ise yas kayis1i iretiminin bugiin yaklasik % 50’si Malatya’da
tretilmektedir. Hasat olgunluguna gelmis kayis1 meyvasinin goriiniimii Sekil 1.1°de
kuru kayist ve ¢ekirdeginin goriiniimii Sekil 1.2°de gosterilmistir. Bugiin diinyada
1750’nin iizerinde kayist c¢esidi ve melezi bulunmaktadir. Ekonomik olarak

yetistiriciligi yapilan kayisi ¢esidi 5-10 *u gegmemektedir [5].



Sekil 1.1: Hasat olgunluguna gelmis kayis1 meyvalarinin goriiniisii [85].

Ulkemizde Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhigimin Tarimsal Arastirmalar
ve Politikalar Genel Midiirligiine bagli olarak Malatya ilimizde kayis1 aragtirma
istasyonu miidiirliigi bulunmaktadir. Bu istasyonda Malatya kayisisi ile ilgili 1slah
caligmalar, cift¢ilere modern kayist yetistiriciligi ile ilgili bilgiler verilmekte ve

cesitli projelerle kayisinin 6nemi ve faydalari anlatilmaktadir.

Sekil 1.2: Kayis1 kurusu ve ¢ekirdegi [5].

1.2 B-Glukozidazlarin Adlandirilmasi

B-Glukozidazlar, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan olusturulan alt1 siniflandirma biriminden, Hidrolazlarin
bulundugu 3. sinifta yer alirlar (EC.3). Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler EC.3.2
alt sinifinda yer alan glikozid hidrolazlardandir [6]. Glikozid hidrolazlar Henrissat



tarafindan, aminoasit dizisi benzerliklerine dayanarak, 82 enzim ailesi olarak
smiflandirilmigtir [6-8]. Bu enzim grubunda yer alanlardan O- ve S-glikozil

bilesiklerini hidroliz edenler de EC.3.2.1. alt sinifinda bulunmaktadirlar [8,9].

EC.3. Hidrolazlar
EC.3.2. Glikozid Hidrolazlar (Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler)
EC.3.2.1. O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler [7,10]
EC.3.2.1.21 B-Glukozidazlar (1.4-B-Glukozidaz) [11]
EC.3.2.2. N-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler
EC.3.2.3. S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler [7,10]

Sistematik adi  B-D-glukozid glukohidrolaz (EC.3.2.1.21) olan -
Glukozidazlar, iki glikon rezidiisii arasindaki ya da glikon ve bir aril veya alkil olan
aglikon rezidiileri arasindaki B-glikozidik bagi hidroliz eden enzimlerdir [9].
Okaryot, arkea ve bakterilerde bulunan Glikozid Hidrolaz (GH) Ailel enzimleri G-O-
X yada G-S-X tipindeki substratlar1 hidroliz etmektedirler. Burada G B-baglh
glukozil, galaktozil, mannozil, fukozil, 6-fosfoglukozil yada 6-fosfogalaktozil
rezidiislinii, X ise diger glikozil rezidiisiinii veya aglikonu simgelemektedir [12]. -
Glukozidazlar substrat spesifitesine gore ii¢ alt sinifa boliinlir. Sinif 1 enzimleri
glikozil-B-Glukozidaz ve aril(alkil)-B-Glukozidaz aktivitesi ile selobiyoz, laktoz, B-p-
nitrofenilglikozid, B-p-nitrofenilgalaktozid, B-p-nitrofenilfruktozid ve diger benzer
substratlar1 hidroliz edebilirler. Sinif 2 enzimlerinin sadece glikozil-B-Glukozidaz
aktivitesi oldugu i¢in selobiyoz ve laktoz gibi substratlar1 hidroliz edebilirler. Siif 3
enzimleri sadece aril(alkil)-B-Glukozidaz aktivitesi oldugu i¢in B-p-nitrofenilglikozid

ve benzer substratlar hidroliz edebilirler [13].

1.3 B- Glukozidazlarin Ozellikleri Ve U¢ Boyutlu Yapisi

Calismalarda incelenen Ailel B-Glukozidaz enzimlerinin monomerleri SDS-
PAGE’de 55-65 kDa aralifinda tesbit edilmistir. Tesbit edilen bu monomerlerin
polipeptid uzunluklar1 447 aminoasitten ( Bacillus polymixia’da oldugu gibi) 527
aminoasite ( beyaz hardal mirosinazi) kadar degisiklik gostermektedir. Eubakteria ve
arkebakterilerdeki enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha kisa olmasi beklenirken

Okaryotlardaki enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha uzun olmasi beklenmektedir.



Dikotil bitkilerde ve hayvanlarda saflastirilan tiim B-Glukozidazlarda hesaplanan
monomerlerin molekiil biiyiikliiklerinin, cDNA yada genomik DNA’dan hesaplanan
molekiil biiytikliiklerine gore 3-5 kDa daha uzun oldugu tesbit edilmistir [1]. Piring B-
Glukozidazinin yapisi Sekil 1.3’ de gosterilmistir

Sekil 1.3: Pirin¢ B-Glukozidazi [19].

Aile 1 B-Glukozidaz monomerlerinin her birinin temel yapisinda yiiksek
korunumlu peptid motifleri bulunmaktadir. Bunlar SAYQI, YRFSI, TFNEP,
LGLNYY, YITENG ve DNFEW’dir. Bunlardan TFNEP ve YITENG enzimin aktif

bolgesinin bir parcasini olustururlar ve iki katalitik glutamat igerirler [14-17].

Sekil 1.4: Piring B-Glukozidazinin {i¢ boyutlu yapisi [19].



Proteinlerin yapisinda bulunan B dizilimleri bir fi¢1 olusturacak bicimde
diizenlenerek, bir seri f-a-f halkasi (B-a-p loop), 6zellikle kararli ve yaygin bir motif
olan o/f figis1 olarak adlandirilan bir yapi1 olustururlar. Bu yapida her paralel
kisim, komsusu olan B kisma o helikal bir parga ile tutunur. o/p fig1 motifi bir¢ok
enzimde bulunur ve ¢ogunlukla fi¢1 motifinin bir ucunda, cebe benzeyen, kofaktor
yada substratin baglandig1 bolgede konumlanmaktadir [18]. Dort farkli bitkiden elde
edilmis 10 Glikozid Hidrolaz Aile 1 enziminin 3 boyutlu (3D) yapisi aydinlatildiginda
bu 10 enzimin aktif bolgesinde ayn1 (B/a)s-figis1 oldugu gosterilmistir (Sekil 1.4). Bu
caligmalarda s6z konusu enzimlerin dizi benzerliginin % 17-70 oldugu tesbit
edilmistir [15,16, 19, 20]. B-Glukozidazlarla yapilan ¢aligmalarda enzimin pH’sininn
4-10 ve sicakligini 0-4 °C araligindaki degerlerde stabil oldugu tesbit edilmistir. En

yiiksek stabilitenin ise ~pH 7 civarinda oldugu gézlemlenmistir [1].

Sicaklikla ilgili yapilan stabilite ¢alismalarinda da f-Glukozidazlarin 55-60
%C’nin iizerinde geri donlislimsiiz olarak inaktive olduklar1 bulunmus ve bazi
¢alismalar neticesinde de 50-55 °C’lerde en yiiksek aktiviteye sahip olduklari tesbit
edilmistir [21].

1.4 Enzimlerin Izoenzimleri

B- Glukozidazlarin, farkli canlilarda izoenzimlerinin oldugu belirtilmektedir.
Misirda Glul ve Glu2 olmak tizere iki izoenzimi bulunmaktadir. Misir izoenzimleri
klonlanlanarak substrat spesifikligi ve fizyolojik fonksiyonlar1 belirtilmistir. Glul
izoenziminin karakterstik 6zellikleri de Esen tarafindan ortaya c¢ikarilmistir [21]. S6z
konusu enzimin monomerinin 60 kDa biiyiikliigiinde, optimum pH degerinin 5.8 ve
optimum sicaklik degerinin de 50 °C oldugu belirtilmistir. - Glukozidaz enzimin

substrat 6zgilinliigii Babcock ve Esen’in ¢alismalarinda verilmistir [21,22].

Hosel ve digerleri, siipiirge darist tohumlarindan Dhurrinazl (Dhrl) ve
Dhurrinaz2 (Dhr2) olmak tizere iki farklt Dhurrinaz elde etmislerdir [23]. Yapilan
calismalarda Dhrl ile Dhr2’nin aminoasit benzerliginin %75 oldugu tesbit edilmis ve
bu iki izoenzimin substrat spesifikliginin de birbirinden farkli oldugu tesbit

edilmistir. Dhrl yiiksek katalitik etkinlikte sadece notral substratlart hidroliz ederken



Dhr2’nin p-NPG, 0-NPG ve 4MUG gibi yapay substartlar1 da dhurrin gibi hidroliz
ettigi belirtilmistir [24].

1.5Enzimin Katalizleme Mekanizmasi

Tim Ailel B-Glukozidazlar glikozidik oksijen ve anomerik karbon arasindaki
B-Glukozidik bagin hidrolizini i¢ceren genel bir mekanizma goérevine sahiptirler. Ayn
zamanda biitlin Ailel B-Glukozidazlar etki ettikleri substratin glikozid bagini hidroliz
ederken glikonun anomerik konfiglirasyonunu degistirmezler. Yani {iriindeki ve
substrattaki f-D-glukoz aynidir. Bir¢ok organik tepkime, proton veren (genel asit) ve
proton alan (genel baz) tarafindan katalizlenir. Baz1 enzimlerin aktif merkezlerinde
proton alarak ve proton vererek katalitik siireglere katilan aminoasit gruplar
mevcuttur. Bu gruplardan biri olan E (Glu) glutamik asit rezidisidir [25]. B-
Glukozidazlarin aktif merkezinde E191 ve E406 konumunda islevsel olarak iki
glutamik asit kalintisinin oldugu bildirilmektedir [19]. Enzim tarafindan substratin
hidrolizi iki basamakta gerceklesir: a) enzim glikolizasyonu olay1 (glikozlanmasi) b)
deglikozilasyon olay1 (glikoz kopmasi). Ayrica iki glutamik asit rezidiisiiniin aktif

bolgeye katilimiyla hidroliz ger¢eklesmektedir [26].

Sekil 1.5: Misir B-Glukozidaz izoenzim ZMGlul' in katalitik glutamik asit
rezidiileri Glul91 ve Glu406 [30].



Glikozilasyon basamaginda YI/VTENG motifindeki niikleofilik glutamat
rezidiisii substratin anomerik karbonuna (C-1) atak yapar. Aglikon bir glutamik asit
kalintis1 ile kararli tutulurken, Sekil 1.5°de goriildiigi gibi ayn1 anda T(F/L/M)NEP
motifindeki asit katalizleyici glutamik asit rezidiisi de glikozidik oksijenin
protonlanmasint saglar ve kovalent bag yapimina katilarak gecis formunu
olustururlar. Bu esnada glikozil-enzim araiiriinii olusur ve aglikon serbest kalir [9].
Deglikozilasyon agsamasinda, aktif merkezdeki anyon ve baz katalizleyici durumunda
olan ikinci katalitik glutamat rezidiisti (Glu406) H,O’dan bir proton koparir. Béylece
H,O’nun niikleofilik giliciinii arttirir. Bunun sonucunda olusan OH" glikon ve enzim
arasindaki kovalent baga niikleofilik atak yaparak glikonu uzaklagtirir ve niikleofilik

glutamat eski haline geri doner [27].

Iki katalitik glutamik asit rezidiisii (niikleofilik ve asit/baz katalizleyici olan
glutamik asitler) Sekil 1.5°de gorildiigii gibi aktif bolgede yer aldiklart ve yaklasik
5.5 A (0.55nm) uzaklikta olduklar1 belirlenmistir [16].

1.6 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Subsratlari

B-Glukozidaz substratlarinda bulunan sabit monosakkarite bagli kimyasal
gruplarin ¢esitliligi B-Glukozidazlarin substrat cesitliliginin temelini olusturur.
Glukoza baglanan grup ya disakkaritlerde ve oligosakkaritlerde oldugu gibi farkl bir
glikon, ya da glikokonjugatlarda oldugu gibi bir aglikondur. Bu aglikon kisim
linamarinde oldugu gibi bir alkil grup, prunasin, durrin ve DIMBOAGIc’da oldugu
gibi bir aril grup olabilir [20,28-30].

Enzimin dogal substratlar1 oldugu gibi yapay substratlar1 da mevcuttur (Sekil
1.6). Misir B-Glukozidaz izoenzimi Glul’in, aglikon pargasi olarak p-NP, o-NP, 4-
metilumbelliferil, 6-bromo-2-naftil, indoksil, 5-bromo-4-kloro-3-indolil ve sitokinin

igeren bilesikleri hidroliz ettigi goriilmiistiir [31,32].
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Sekil 1.6: B-Glukozidaz enziminin yapay subsratlarindan bazilari.

1.7 p-Glukozidazlarm Onemi

Canli organizmalarda, [-Glukozidazlar birgok biyolojik olayda rol
oynamaktadirlar. Bundan dolay1 B-Glukozidaz enzimleri protein miihendisliginde,
tarim ve ormancilik alanlarinda ve biyoteknolojik ¢alismalarda oldukga sik
kullanilmaktadir. B-Glukozidazlar (6zellikle Familya 1 enzimleri) bitkilerde biyolojik
bazi siireglere katilirlar. Bunlar1 su sekilde sdyleyebiliriz. Savunma, besin ve kagit
kalitesini artirma, lignin biyosentezi, yenilenebilir yakit iiretimi elde etme, sekonder

bitki metabolizmasi ve antikanserojen etkiye neden olduklar1 soylenebilir.

1.71 Savunma

Bitkiler metabolizmalarina zarar verenlere karst savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bunun i¢in hiicrelerinde toksik maddeleri biriktirirler ve ihtiyag
halinde saliverirler. Bu kimyasal maddeler B-Glukozidler ve baz1 dikotillerde de B-
Glukosinolatlardir. B-Glukozidik substratlar ve B-Glukozidazlar hiicrenin farkli alt

yapilarinda ya da doku boliimlerinde biriktirilerek depolanir [33,34]. Beyaz



yoncadaki siyanojenik B-Glukozidaz (linamaraz) enziminin hiicre duvarinda
bulunmasina ragmen substrati olan linamarinin kofulda bulundugu belirtilmistir [35].
Patojen veya herbivorlarin bitki dokularina ulasmasiyla hiicrede olusan zarar sonucu
substrat ile enzim tepkimeye girer. Bu esnada substratlarin hidrolizi baglar ve
hidroliz sonucu aciga ¢ikan aglikonlar ya da diger parcalanma iirlinleri toksik ve
zehirli etki olusturur. A¢iga ¢ikan iirlinler tiyosiyonatlar, izotiyosiyonatlar, nitriller,
HCN, benzaldehitler gibi maddelerdir [36]. Bu maddeler herbivorlar1 caydirici, bitki
zararlhilariin bitkiye girisini, gelismesini ve dagilmasini engelleyici etki gosterirler.
Boylece B-Glukozidaz enzimleri bitkilerin savunma sisteminde goérev almis olurlar
[37]. Ornegin fosfat eksikligi [38], boceklere [39] ve soguga [40] kars: direngte etkili
oldugu diisliniilen bu enzimlerin etkisini arastirmak i¢in yapilan bir calismada
Arabidopsis thaliana’nin B-Glukozidaz genleri NaCl ile baskilanmis ve bitkide
savunma yetersizligi sonucu bazi streslerin ortaya ¢iktig1 gézlenmistir [41].
Arabidopsis thaliana ile yapilan farkli bir calismada bitkinin oomycete
Peronospora prasitica tarafindan enfeksiyonun’dan sonra 48 saat icinde J-
Glukozidaz geni olan psr3.1 geninin kopyalanmasinin 8 kat arttig1 gosterilmektedir
[42]. Farkli bir calismada da yine Arabidopsis thaliana B-Glukozidazlarindan birinin
nematodlara kars1 savunmada gorev aldigi belirtilmistir [43]. Bugday tohumlarindan
saflagtirilan B-Glukozidaz enzimi ile yapilan bir ¢alismada enzimin birincil dogal
substratinin siyanojenik glukozid (DIMBOA) oldugu bildirilmis ve s6z konusu
enzimin bugdayda herbivorlara ve patojenlere karsi savunmada gorev aldig1 kanisina
varilmistir [44]. Ayrica bitkilerde yer alan izoflavonlarin kimyasal savunmada
fonksiyonlart oldugu bilinmektedir. Soyadan saflastirilan ve B-Glukozidaz enzimi
olan ICHG nin izoflavon bilesiklerine kars1 yiiksek substrat 6zgiilliigliniin olmas1 bu

enzimin savunmada yer aldigini diigiindirmektedir [45].

B-Glukozidaz enzimlerinin farkli c¢evresel streslerde savunma gorevi
iistlendigi bilinmesine ragmen bu asamalarin nasil gerceklestigi heniiz tam olarak
aydinliga kavusmamistir. Adi gecen enzimin arastirilmast ve incelenmesiyle, bitki
zararlilarina karsti daha c¢evreci ve ekonomik savunma mekanizmalariin
gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bocek ilaglarinin topraga verdigi zarari
azaltmak ve minumuma indirgemek icin daha az pestisit kullanimi yine bu

calismalarin hedefleri arasinda yer almaktadir.
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1.7.2 Besin Kalitesinin Artisi

Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili bir¢ok B-glukozidik iiriin tesbit
edilmistir. Bu molekiillerin aglikon pargalarinin besin kalitesi ve iiretimi iizerine
etkili oldugu belirtilmistir. Ancak aglikonlarin ortaya ¢ikmalar i¢in B-Glukozidaz
enzimleri tarafindan B-Glukozidik substratlarin hidrolize ugramasi gerekmektedir.
Bu tiir biyokimyasal bilgiler, meyva suyu ve mesrubat liretiminde kullanilmaktadir
[46]. Uretim sirasinda veya sonrasinda p-Glukozidaz enzimi eklendiginde iiriinlerin
tadinda, lezzetinde, aromasinda ve diger kalite faktorlerinde artis oldugu
gozlenmektedir [4]. Ayni sekilde bu bilgilerin, istenilen 6zellikte transgenik bitki
olusturulmasinda  genetik miihendisligi agisindan da temel olusturacagi
diisiiniilmektedir [5]. Lahana, karnabahar, brokoli gibi turpgillerde bulunan
mirosinaz-glukosinolat sistem, besin kalitesi ve tat olusumu siirecinde oldukca
onemlidir. Glikosinolatlarin enzimatik hidrolizinden olusan aglikon parcalar1 ve
bozulma sonrasi triinler, bu sebzelere ac1 ve kendine has kokularinin verilmesinden
dolay1 olustugu belirtilmektedir. Bu maddeler ayni zamanda bu sebzelerle
hazirlanmis  yiyeceklere de lezzet katarlar. Glukosinolatlar ve bunlarin
parcalanmasiyla olusan iiriinler, bu sebzelerle beslenen hayvanlarin etine, siitiine ve

yumurtalarina da gecerler [47].

Vanilya [48], lizim [49] ve papatya [50] meyvalarinda yapilan ¢alismalarda
B-Glukozidazlarin meyva tatlanmasina etkileri aragtirillmistir. Vanilya tanelerinde
bulunan bir B-Glukozidaz enziminin vanilin-B-Glukozid (glukovanilin) olarak bilinen
aroma Onciillerinin hidrolizinden sorumlu oldugu ve vanilya aromasinin bu substratin
hidroliziyle aciga ¢ikan {irtinlerle ilgili oldugu bildirilmistir [48]. Muscat {iziimiiniin
tadindan sorumlu 6nciil maddelerin arastirildig: bir ¢alismada monoterpenilglikozid
miktarinin meyvalardaki aromanin 6nemli kismimi olusturdugu belirtilmistir [51].
Uziimden saflastirilan B-Glukozidaz enziminin’de iiziim monoterpenil glikozidlerinin
aglikon kisimlarma kars1 6zgiilliigli tesbit edilmistir [49,52]. Cay yapragi ile yapilan
calismada da B-Glukozidaz enziminin aromatik tat ile iligskisi oldugu belirtilmistir

[53].
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1.7.3  Biyokiitle Degisikligi

Polisakkaritlerden 06zellikle seliiloz biyosferde bol bulunan bilesiklerdir.
Bunlar geri doniisiimii olan kimyasal maddelerin ve yakitlarin 6nemli kaynagidirlar.
Sehirlerde olusan ¢opliiklerin yaklasik % 40’min kagit ve diger seliiloz iirlinlerinden
olustugu bilinmektedir. Selulozun hidrolizi inorganik asit kullanimini ve yiiksek 1s1y1
gerektirmektedir. Bu ekonomik ve ucuz bir yol degildir. Selulotik organizmalarca
salgilanan bir seliilaz enzim kompleksi seliilozu glikoza hidroliz edebilir. Bu sistem
endiistriyel cevreler acgisindan uygun bir model olusturmaktadir. Bahsedilen enzim
kompleksi {i¢ enzimden olugmaktadir. Bunlar endoglukonaz, ekzoglukonaz ve [-
Glukozidaz enzimidir. Endoglukonazlar selillozun i¢ P(1.4) glikozidik baglarim
hidrolizle keserek yeni zincir uglarinin olugmasini saglar. Ekzoglukonazlar da olusan
bu yeni selilloz zincirlerini uclardan keserek c¢oziiniir sellobiyoz birimleri
olustururlar. Son olarak B-Glukozidazlar ise sellobiyoz birimlerini hidroliz ederek
glukoz iirlinlinii olustururlar [54]. Giinlimiizde ticari olarak kullanilan seliilozik
enzimler daha ¢ok Trichoderma ve Aspergillus mantarlarindan elde edilmektedirler
[55]. Boylece endiistride seliilozik biyokiitle yikimi ve seliilozun glukoza doniisiimii
mikroorganizmalar ya da izole edilmis selulaz kompleksi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Selulaz kompleksinin, seltilozik biyokiitlenin
degredasyonunda kullanilmasi B-Glukozidazlar1 miihendislik a¢isindan 6nemli bir
materyal haline getirmektedir. Gilinlimiizde enzim katalizli siirecler, daha hizli, daha
ekonomik, c¢evreye duyarli, {irlin verimi olduk¢a yiiksek ve safsizlik olusumu
oldukca diisiik oldugundan, endiistriyel uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara
kiyasla daha fazla tercih edilmektedirler. Enzim katalizli siireg¢lere duyulan bu ilgi,
zamanla diinya genelinde bir enzim pazarmin ortaya ¢ikmasina ve bu alanda yapilan
caligmalarin da ¢ogalmasina sebeb olmustur. iki bin yilinda yapilan bir arastirmaya
gore, diinya enzim ticaret kapasitesinin 1.6 milyar dolar oldugu rapor edilmistir.
Giliniimiizde endiistriyel enzimlerin % 60’1 Avrupa, geri kalan % 40’lik boliimii ise

Amerika ve Japonya tarafindan iiretilmektedir [54].

1.7.4 Bilyiime ve Gelisme

B-Glukozidazlarin bitkilerde, biiylime ve gelisme olaylarinda bitki

hormonlarinin  aktivasyonunu sagladigi  distiniilmektedir [56-58]. Eger bu
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fonksiyonlara katildiklar1 yapilan ¢aligmalarla kesin bir sekilde ispatlanacak olursa,
s06z konusu enzimlerle ilgili mithendislik ve biyoteknolojik alanlarinda ¢ok biiyiik
gelismelerin olacag diisiiniilmektedir. Ornegin bitki biiyiime ve gelisimlerinin
diizenlenmesi saglanarak verimliligin artirilmasi, yilda birden fazla iirtin elde

edilmesi gibi ¢aligmalarin hiz kazanacagi 6ngoriilmektedir.

1.7.5 Lignin Biyosentezi

Lignin, seliilozdan sonra biyosferde bulunan en fazla polisakkarittir. Lignin
olusumunda en 6nemli onciil madde olan koniferil alkol, B-Glukozidaz tarafindan
hidroliz edilen koniferinden tiireyen bir bilesiktir [59]. Bu durumda bazi bitki -
Glukozidazlarinin lignin biyosentezinde gorev aldiklar1 ortaya c¢ikmaktadir [60].
Kaliteli kagit tiretimi ve aga¢ yetistirmede B-Glukozidaz enzimlerine ait bilgilerin

kullanilmasi s6z konusu enzimleri hedef materyal yapmaktadir.

1.7.6 Antikanserojen Etki

Glikosinolatlarin ve bunlarin pargalanmasiyla olusan iirlinlerin insanlarda
antikanserojen etki yaptigi konusunda iddialar mevcuttur. Tiim mekanizmalarinin
tam olarak aciga kavugsmamasina ragmen kemirgenler {izerinde yapilan c¢aligmalarda,
¢ig ya da pismis turpgillerin (lahana, karnabahar, brokoli gibi) aril hidrokarbon

hidrokzilaz aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir [61].

1.8 B-Glukozidazlarin Bitkilerden Saflagtiriimasi

Canlilar arasinda genis dagilim gosteren B-Glukozidaz enzimlerinin bir ¢ok
canhidan elde edildigi gorilmektedir. Bilim adamlarimin bir¢ogu tarafindan f-
Glukozidaz enziminin misir [21], vanilya [48], liziim [49], piring [62], kiraz [63], ¢cay
[64], siiplirgedarist [65], portakal [66], zeytin [67], mandalina [68] bitkilerinden
saflagtirildigt ve biyokimyasal Ozelliklerinin incelendigi belirtirmistir. Yapilan
calismalarda saflastirma islemlerinde genelde amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesiyle
baslandig1 ve pesi sira degisik kromotografi tekniklerinin kullanilarak ¢ok basamakli
saflagtirma islemi yapildig belirtilmektedir. Vanilyadan [48], kirazdan [63] ve cay

yapragindan [64] yapilan enzim saflastirmasi ¢alismalarinda amonyum  siilfat
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coktlirmesi sonunda iyon degisim kromatografisi ve sonra farkli jel filtrasyon
kromatografilerinin uygulandigi goriilmektedir. Soyadan [45] yapilan calismada ise
tuz ¢Oktiirmesi ardindan iki farkli iyon degisim kromatografisinin uygulanmis oldugu
bildirilmektedir. Portakal meyvasindan [66] yapilan saflagtirma ¢alismasinda da dnce
iki ayr1 iyon degisim kromatografisi ardindan ¢ farkli jel filtrasyon
kromotagrafisinden olusan bes asamali saflastirma islemi yapildigi goriilmektedir.
Misir ve =zeytin meyvast lizerinde yapilan ¢alismalarda [B-Glukozidazlarin
saflagtirllmasinda amonyum siilfat tuz c¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi yontemlerinin uygulanarak saflagtirmanin yapildigi goriilmektedir

[69,70].

Memelilerden izole edilen B-Glukozidaz enzimlerinin sitozolik ve lizozomal
olarak iki farkli karakterde oldugu bulunmustur [71]. Sitozolik B-Glukozidazlarin
esas itibariyla karacigerde yer aldigt ve detoksifikasyonda gorevli oldugu

bildirilmektedir [72].

Mantarlardan B-Glukozidaz enzimi saflagtirilmasi ¢alismalarinda da benzer
yontemlerin kullanildig1 belirlenmistir. Melanocarpus sp.’den yapilan enzim
saflastirmasinda amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi uygulanmis ve ardindan iyon
degisim kromatografisi yapilmistir. Riou ve digerlerinin [73] yapmis oldugu B-
guikosidaz enziminin Aspergillus oryzae mantarindan saflagtirilmasi ¢alismasinda ve
Thermoascus auranticus [74] mantarindan yapilan saflagtirma ¢aligmalarinda iyon

degisim ve jel filtrasyon kromotografilerinin kullanildig: bildirilmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1Materyal

2.1.1 Malatya Kayisisinin (Prunus armeniaca 1L.) Toplanmasi

Deneysel calismalarimizda kullanilan kayisilar Malatya’nin  Dogansehir
ilgesinin Yenikoru kdyiinden farkli tarihlerde toplanmustir. Ilk toplama ¢iceklenme
tarithinden 8 hafta sonra, ikinci toplama ise ¢igeklenme tarihinden 12 hafta sonra

yapilmistir. Yeterli miktarda toplanan kayisilar deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

2.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum stilfat ((NH4)2SO4), Sodyum hidroksit (NaOH), Sodyum karbonat
(Na2CO0O3), Coomassie Brillant Blue G250. elektroforez icin standart proteinler
(Fermentas, SM 1811), etil alkol, sigir serum alblimin, fosforik asit (% 85, v/v),
hidroklorik asit (% 37, v/v), glasiyel asetik asit, metanol, 2-merkaptoetanol, 4-
nitrofenil-B-D-glukopiranozid, sitrikasit monohidrat, aseton, Tris asit, Tris baz,
TEMED (N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine), akrilamid, N’N’-bis-metilen-
akrilamid, amonyum persiilfat, SDS, gliserol, bromofenol mavisi, biitanol.
Calismalarimizda kullandigimiz kimyasal maddeler analitik saflikta olup Merck

firmasindan temin edilmistir.
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2.1.3 Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Bu calismada asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Sigma 3K15 Sogutmali Santrifiij

Hettich EBA 12R Sogutmal1 Ultrasantrifiij

Thermo IEC Multi Santrifiij (Falkon Santrifiijii)
Hanna HI 2210 pH metre

Thermo Type 1510 UV-Spektrofotometre (Plaka okuyuculu)
Sinbo SHB-3024 Dograyict

Sartorius BL 210S Terazi

Eppendorf Otomatik Pipetler

Mini Protean Tetra Cell Bio-Rad

Elektroforez Sistemi

Sigma (1 cm ¢ap ve 15 cm uzunluk)

Kromatogafi Kolonu

CFC Free Derin Dondurucu (-80 °C)
Argelik Buzdolabi (-20 °C)

Fisons Whirl Mixer Vorteks

Hirayama HV 85 Well plate

Fiocchetti AF 10 Buz Makinesi

Thermo-Block

Inkiibator

Biosan TS-100

Jel Goruntiileme Sistemi

Gel Doc-H Imaging System (UVP)

Elektro- mag

Su banyosu
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214

2141

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

Enzimleri Saflastirmada Kullandigimiz Cozeltiler

Substrat cozeltisi: 5 mM p-NPG ¢o6zeltisi; 0.0075 g pNPG 5 mL, 50
mM sodyum asetat tamponu i¢inde vortekste karistirilarak ¢oziildii.
Reaksiyon durdurma tamponu: 0.5 M Na,CO3; tamponu; 25.5 g
Na,CO3 son hacim 500 mL olacak sekilde distile suda ¢oziildii.
Amonyum siilfat coktiirmesi sonucunda olusan pelletin alindig:
tampon: 1 M (NH,4),SO, i¢eren, 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8);
132.14 g (1 mol) (NH4)2SO4 ve 7.09 g (0.05 mol) Na;HPO, 950 mL
distile suda ¢oziildii. 1 N HCI ile pH's1 6.8’¢ getirildi ve son hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1 M
(NH4)2SO, igeren, 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8); 132.14 g (1
mol) (NH,4),SO,4 ve 7.09 g (0.05 mol) Na,HPO,4 950 mL distile suda
cozildi. 1 N HCl ile pH's1 6.8’e getirildi ve son hacim distile su ile 1
L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmms B-Glukozidaz enziminin eliisyonu icin
kullanmilan tampon: 1 M (NH4),SO; igeren, 50 mM Na,HPO,
tamponu (pH 6.8) ve 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8) ile gradient
mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu; 132.14 g (1 mol)
(NH4)2SO4 ve 7.09 g (0.05 mol) Na,HPO, 950 mL distile suda
¢oziildii. 1 N HCl ile pH's1 6.8’e getirildi ve son hacim distile su ile 1
L’ye tamamlandi. 7.09 g (0.05 mol) Na,HPO, 950 mL distile suda
¢ozildi. 1 N HCl ile pH's1 6.8’e getirildi ve son hacim distile su ile 1
L’ye tamamlandi.

Kayisi ekstraksiyon tamponu: 1 M NaCl, % 0.02 (w/w) NaNj3 igeren
0.1 M tris tamponu (pH 8.0); 29.22 g (0.5 mol) NaCl, 0.1 g NaN3 ve
6.057 g (0.05 mol) tris 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCl ile pH’s1
8.0’e getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.
Enzim aktivitesinin dl¢iildiigii ve substrat ¢ozeltisinin hazirlandig

tampon: 50 mM sodyum asetat tamponu (pH 5.5); 6.804 g (0.05 mol)
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Na-Ac 900 mL distile suda ¢oziildii. Glacial astetik asit ile pH’s1 5.5’e
getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

v’ Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan cozeltiler:

Lowry yontemi i¢in asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi.

» Cozelti A: 0.1 M NaOH igeren % 2’lik Na,COj3 ¢ozeltisi; 1 g (0.025
mol) NaOH ve 5 g Na,CO3 200 mL distile suda ¢dziindii ve son hacim
250 mL'ye tamamlanda.

» Cozelti B: % 1’lik NaK tartarat; 1 g NaK 90 mL distile suda ¢oziildii
ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

» Cozelti C: % 0.5’lik CuSOy; 0.5 g CuSO,4 90 mL distile suda ¢oziildi
ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

» Cozelti D: 48 mL Cozelti A, 1 mL Cozelti B ve 1 mL Cozelti C
alinarak hazirlanmistir.

» Cozelti E: Folin fenol ve distile su (1:1 v/v); 2.5 mL folin fenol 2.5
mL distile su ile karistirilarak hazirlanmustr.

» Sigir Serum Albumini (BSA): 5 mg BSA 5 mL distile suda

¢oziinerek taze olarak hazirlanmistir.

2.1.4.2 SDS-PAGE Tekniginde Kullamlan Cozeltiler

v SDS-PAGE’de kullanilan alt ayirma ve iist yigma tamponlari

» SDS’li iist yigma tamponu: % 0.4’liikk SDS igeren, 0.5 M Tris-HCl
tamponu (pH 6.8); 6.6 g (0.05 mol) Tris ve 0.4 g SDS 75 mL distile
suda ¢oziildi. 1 N HCl ile pH's1 6.8’e getirildi ve son hacim distile su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

» SDS’li alt ayirma tamponu: % 0.4’liik SDS igeren, 1.5 M Tris-Base
tamponu (pH 8.8); 19.8 g (0.15 mol) Tris ve 0.4 g SDS 75 mL distile
suda ¢oziildi. 1 N HCl ile pH's1 8.8’e getirildi ve son hacim distile su

ile 100 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 2.1: SDS-PAGE’de kullanilan jel karigimlarinin miktarlari.

SDS-PAGE SDS’li Ayirma Jeli SDS’li Yigma Jeli
(%10) (%3)

SDS’li alt tampon 2.5mL -

SDS’1i iist tampon --- 1.25mL

Akril amid/Bis (37.5/1) 2.5mL 625 uL

Distile su 4.89 mL 3.07mL

%10’luk APS 100 uL 50 uL

TEMED 10 uL 5uL

SDS’li  Tank  (Yiiriitme)

Tamponu

3 g Tris-HCI, 14.4 g Glisin ve 1 g SDS eklenir ve

pH'st 8.3’e getirildikten sonra son hacim 1 L’ye

tamamlanir.

Yiikleme Tamponu (SDS ve
B-Merkaptoetanol) igerir.

2.5 mL 0.5 M Tris-HCI (pH's1 6.8) tamponu, 4 mL
% 10’luk SDS, 2 mL Glisero, 1 mL -
Merkaptoetanol, 0.01 g Bromfenol mavisi ve 0.5

mL distile su karistirilarak hazirlandi.

2.2 Yontemler

2.2.1 Kayisi Meyvasindan Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Ham ekstraktin1 hazirlamak icin kayis1 meyvasi, ¢ekirdeginden ayrildi. Yiiz

gram kayist meyvast maket bigagi yardimiyla ince ince blender kabina dograndi.
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Onceden 4°C’ye kadar sogutulmus olan 100 mL ekstraksiyon tamponu iizerine ilave
edildi. Blander kabi buz iginde olacak sekilde 4 dakika boyunca blender’dan
gecirildi. Sonra homejenator yardimiyla 2-3 dakika daha homojenize edildi. Bir
tiilbent yardimiyla posali kisim ve homojenat birbirinden ayirt edildi. Homojenat
10000 rpm, 2 dakika, 4 °C’de teflon tiiplerde santrifiij edildi ve silipernatant ham
ekstrakt olarak kullanildi.

2.2.2 Kaysi Cekirdeginden Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Kayis1 ¢ekirdegi ham ekstraktini hazirlamak ic¢in kayisi ¢ekirdekleri, sert
kabuklarindan ayrildi. Yirmi gram olan g¢ekirdekler iizerine, dnceden sogutulmus 4
°C deki 40 ml ekstraksiyon tamponu ilave edildi. Daha sonra sirasiyla kayisi

meyvasinin ekstraktini hazirlamak i¢in yapilan islemler uygulandi.

2.2.3 Enzim Aktivite Tayini

Kayist meyvasindan ve g¢ekirdeginden izole edilen B-Glukozidaz enziminin
aktivitesi spektrofotometrik olarak tesbit edildi. Kayis1t meyvasi ve ¢ekirdeginin ham
ekstraktinin aktivite 6l¢timii i¢in 70 pL, 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi ve iizerine 70
pL enzim ¢ozeltisi 96’lik well-plate konuldu. Kor olarak ise 70 pL 50 mM (pH 5.5)
sodyum asetat (Na-Ac) tamponu ve lizerine 70 pL enzim c¢ozeltisi ilave edildi.
Etiivde 37 "C’de, 30 dakika inkiibe edildiltikten sonar reaksiyon 70 pL 0.5 M Na,CO;
ile durduruldu. Sonra spektrofotometrede 405 nm’de kore karsilik, absorbans

degerleri okunmustur.

2.2.4 Protein Tayini

2.2.4.1 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 6l¢iimleri Lowry Metoduna gore hesaplanmistir. Bu yontem
icin Boliim 2.1.4.1°de anlatildig1 sekilde bes farkli ¢ozelti hazirlanmistir.

Protein tayini islemlerinde sirasiyla su islemler yapilmistir : 1 mg/mL
protein igeren standart sigir albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 pL ilave edilmistir. Sonra iizerlerine toplam hacim her tiipte 100 uL
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olacak sekilde saf su ilave edilmistir. Kor olarak kullanilmak iizere de bir tiipe 100
pL saf su konuldu. Daha sonraki asamada her tiipe 2 ml ¢6zelti D eklendi ve 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. On dk sonunda tiiplere 0.2 mL ¢ozelti E eklenip
vorteks ile zaman kaybetmeden karistirildi ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ornekler 96’lik plakanin kuyucuklarma 200’er pL konularak 600 nm’de
absorbanslar1 kore karst okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg
protein degerleri ile standart grafik hazirlandi. (Sekil 3.4)

Saflastirma evrelerinde protein miktar1 tesbit edilecek numunelerden 0.1’er
mL tiiplere alind1 ve standart grafik i¢in uygulanan yontem benzer sekilde numune
tiipleri i¢in de uygulandi. Daha sonra numuneler i¢indeki protein miktar1 standart

grafikten elde edilen dogru denklemi kullanilarak hesaplanmistir [75].
2.2.5 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.5.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Araliginin Belirlenmesi

Belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin ¢okelmesini saglayan
(-2 degerlikli) ¢ok kullanilan tuzun ismi amoyum siilfat tuzudur. Amonyum siilfat
coktliirmesi  yapilabilmesi  i¢in  kullanilacak  uygun  amonyum  siilfat
konsantrasyonunun hesaplanmasi gerekir. Hesaplama islemi asagidaki formiile gore

yapilmistir.

_L77xx(S, - S,)

NH, ), SO
g(NH, ), SO, 354-5,

V: Serum hacmi
S;: Baslangi¢ konsantrasyonu

S,: Son konsantrasyon
Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢cin ham ekstrakta 0-10,

10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100 araliklarinda

coktiirme yapildi. Her bir aralik i¢in yukarida verdigimiz formiile gére hesaplanan
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amonyum siilfat miktarlart 0°C’de eklendi. Otuz dakika manyetik Karistiricida
yavag¢a karistirilarak eklenen amonyum siilfat tuzunun ¢6ziinmesi saglandi. Daha
sonra 15000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Cokeleklerin her biri ImL, 50
mM pH 6.8 sodyum fosfat tamponunda ¢6ziildii.

Ayr1 ayri her aralik i¢in ¢6ziilen numunenin enzim aktivitesi ve Lowry yontemiyle
kantitatif protein miktar1 tespit edildi. Enzim numuneleri renkli oldugundan 405
nm’de aktivite belirlenirken absorbans degerinin hatali ¢ikmamasi i¢in her bir
araliktaki enzim ¢ozeltisi kendi koriine kars1 okundu. 0-10 araliginin enzim aktivitesi
bulunurken, 70 puL bu araliktaki enzim ¢ozeltisi ve 70 pL substrat karigiminin
absorbans degeri, 70 pL bu araliktaki enzim ¢ozeltisi ve 70 pL aktivite tamponu
koriine kars1 okundu. Bu durumda 10 farkl tuz araligr i¢in 10 ayr1 kor kullanilmis
oldu. Tablo 2.2°de aktivite dl¢iimiinde kullanilan hacim ve reaksiyon karigimlarinin
miktarlar1 verilmistir. 37 °C’de 30 dakika inkiibe ediltikten sonra reaksiyonlar 70 pL
0.5 M Na,COs ile durduruldu ve 405 nm’de absorbanslar1 okundu. Her bir araligin
kantitatif protein miktarlar1 Boliim 2.2.4.1’de verilen Lowry metoduna gore

hesaplanda.
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Tablo 2.2: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinin enzim aktiviteleri
bulunurken kullanilan reaksiyon hacimleri.

Kor

Aktivitesi Bakilan Numune

70 uL Aktivite tamponu

70 uL 0-10 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 uL 0-10 Araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponu

70 uL 10-20 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 uL 10-20 Araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponu

70 uL 20-30 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 uL 20-30 Araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponu

70 puL 30-40 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 puL 30-40 Araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponu

70 uL 40-50 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat

70 uL 40-50 Araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponu

70 uL 50-60 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat

70 uL 50-60 Araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponu

70 pL 60-70 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 pL 60-70 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 pL 70-80 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 pL 70-80 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 pL 80-90 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 pL 80-90 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 uL 90-100 Araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢0ziilmiis substrat

70 uL 90-100 Araligindaki numune
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2.2.5.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Kayis1 ¢ekirdeginden izole edilen B-Glukozidaz enzimi saflastirilmasinda,
amonyum siilfat ¢oktlirmesinden sonra hidrofobik etkilesim kromatografisi tercih
edilmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in Laboratuvarimizda sentezi
yapilan ve Sekil 2.1’de verilen hidrofobik jel, sepharose-4B-L- tirozin-1-naftilamin,

kullanilmistir [76].

N
—Clﬁ C|:OOH
NH—CH—CH, OH

sepharose-4B- L-Tirozin-1-naftilanin

Sekil 2.1: Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan hidrofobik jel [68].

Olusturulan etkilesim kolonu ilk olarak 1M (NH4),SO,4 igeren 50mM, pH 6.8
sodyum fosfat tamponu ile dengelenmesi saglandi. Bu islemden sonra, jel tizerindeki
tampon ¢oOzeltisi jelin st diizeyine kadar indirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
neticesinde elde edilen enzim ¢okelegi en az hacimde 1M (NH,4),SO, ihtiva eden
50mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponunda ¢6ziildii. Sonra ¢ozeltinin enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak tesbit edildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M
(NH4),S0O4 igceren 50mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ve 50mM, pH 6.8 sodyum
fosfat tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz
konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Tuz gradienti ile kolondan eliie
edilen eliiatlar 2mL halinde tiiplere alindi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
degeri minimum oluncaya kadar devam edildi. 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat

tamponu kor olarak kullanildi. Her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve

24



405 nm’de aktiviteler hesaplandi. Elde edilen degerlerin tlip nosuna kars1 aktivite ve

protein miktar1 grafigi ¢izildi (Sekil 3.6).

2.2.5.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enziminin hidrofobik etkilesim kromatogafisiyle saflastirilmasindan sonra iki farkl
akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli
sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli [77] yontemine gore
yapilarak enzimin saflik derecesi belirlenmistir. SDS-PAGE’de kullanilan jel

karigimlarinin miktarlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Bunun i¢in elektroforez cam plakalar1 dnce etil alkol ile sonra da distile su
ile iyice temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu
konularak iki cam plaka birbiri {izerine yerlestirildi ve elektroforezin ddékme
aparatina tutturuldu. Tablo 2.1’de belirtildigi sekilde yapilan ayirma jeli plakalar
arasina istten 3-4 cm kalana kadar enjektorle ilave edildi. Jel igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Jelin tist kisminin diizgiin olmas1 i¢in saf su ile
ince bir katman olusturuldu. Polimerizasyon gerceklestikten sonra (1.5-2 saat) iist
kistimdaki su bosaltildi. Sonra cam plakalarin aras1 doluncaya kadar polimerlesmis
ayirma jelinin lizerine y1igma jeli tatbik edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin iizerine
tarak dikkatli bir sekilde yerlestirildi ve jelin polimerlesmesi i¢cin 25-30 dakika
beklendi. Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak, kuyucuklar bozulmadan dikkatli
bir sekilde cikarildi. Kuyucuklar ilk olarak distile suyla sonra tank tamponuyla
yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi.

Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu tatbik edildi.

Hidrofobik etkilesim kromatografisiyle elde edilen eliiatlardan aktivitesi
yiiksek olanlar birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1:1
oraninda numune tamponuyla karistirildi. Molekiil agirlik standartlari; (B-
Galaktosidaz (116.0 kDa), sigir serum albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0
kDa), laktat dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98I (E.coli) (25.0 kDa), B-
Laktoglobulin (18.4 kDa) ve Lizozim (14.4 kDa) iceren standart protein ¢ozeltisi 1:1
oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 5 dakika 95

°C’de termoblokda bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara tatbik edildi.
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Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volta ayarlandi. Proteinlerin jeldeki
hareketini saglayan numune tampon icindeki boyaya ait bant, ayirma jeline
ulastiginda voltaj 150 volta getirildi. Yiiriitme islemine proteinler, jelin altina lem
kalana kadar tatbik edildi. Daha sonra elektrik kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam
plakalar arasindaki jel sarsilmadan ¢ikarildi. Yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra
protein bantlarimi igeren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi igine birakildi. Ardindan
1.5-2 saat kadar ¢alkalayici lizerine konulduktan sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden
cikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisinin i¢ine konuldu. Belirli araliklarla degistirmek
suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlar1 gériiniinceye kadar bu ¢ozelti i¢inde
calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden alindiktan sonra jel goriintiilleme sistemi

(UVP) ile goriintii bilgisayara transfer edildi.

23 B-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.3.1 Saf Enzimin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflagtirilan kayis1 ¢ekirdegi p-
Glukozidaz enziminin optimum pH'sin1 bulmak i¢in, bir seri farkli pH (2.80-10.75)
degerlerinde 50 mM Na-Ac tamponu hazirlandi. Hazirlanan Na-Ac tamponlarinin
hepsinde sirasiyla son konsantrasyonu 5 mM olacak bicimde p-NPG substrati
¢oOziildii. Enzimin farkli pH degerlerindeki substratlara kars1 gosterdigi aktivite tesbit
edilirken; 120 pL, farkli pH'a sahip 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi lizerine 20 pL
enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 96°lik plakaya konuldu. Kor olarak 120 pL 50 mM (pH
5.5) Na-Ac tamponu ve iizerine 20 pL enzim ¢ozeltisi konuldu. Etiivde 37 "C’de,
yarim saat inkiibe edildi. Yarim saat sonunda reaksiyon 70 pL 0.5 M Na,COs ile
durduruldu. Spektrofotometrede 405 nm’de kore karsilik absorbans degeri okundu.
Absorbans degerlerinden p-NP standart grafik kullanilarak enzim {initesi (EU)
hesaplandi.

2.3.2 Saf Enzimin Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Saflastirma sonucu elde edilen kayisi c¢ekiredegi B-Glukozidaz enziminin
aktivitesi iizerine sicakligin etkisini arastirmak maksadiyla, 20-60 °C araliginda,

sicaklik kademeli olarak 5 °C artirilarak aktivite tayini yapildi. S6z konusu enzimin
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farkli sikcakliklarda aktivitesini belirlemek i¢in Bolim 2.2.3’de anlatilan yontemin
aynis1 uygulandi. Sadece inkiibasyon sicakliklart degistirilerek farkli sicakliklardaki
reaksiyonlar dururulduktan sonra 405 nm’de absorbanslar1 okundu ve p-NP standart

grafik kullanilarak enzim iinitesi (EU) hesaplandi.

2.3.3 Enzimin Farkh Substratlara Karsi Ky ve V. Degerlerinin

Belirlenmesi

Sabit konsantrasyondaki bir¢ok enzimin reaksiyon hizi  substrat
konsantrasyonuna bagli olarak artabilir [78]. Eger enzimin reaksiyon hizi (V),
substrat konsantrasyonuna [S] kars1 grafige yazilirsa Sekil 2.2.°de goriildiigii gibi
hiperbolik bir egri ortaya cikar. 1913 yilinda L. Michealis ve M. Menten bu
hiperbolik egrinin matematiksel olarak nasil ifade edilecegini bir formiile

baglamislardi.

Vmax

Vmax/2[ T

Km =[51
Sekil 2.2: Michealis- Menten grafigi.

Michealis-Menten esitligi hiperbolik egrinin denklemidir. Vpa’1n degerini
grafikten tam olarak tesbit etmek giigtiir. Eger Michealis-Menten esitligi her iki tarafi
I’e boliiniirse Lineweaver-Burk esitligi olarak ifede edilen bir dogru denklemi olusur.
1/[S]’ye kars1 1/V grafige yazilirsa Sekil 2.3’de goriildiigii gibi Ky ve Vi miktarlar
kolaylikla hesaplanabilir.
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-1/Km / 1/Vmax

Sekil 2.3: Lineweaver-Burk grafigi.

Inceledigimiz s6z konusu enzimin p-NPGlu, p-NPGal, 0-NPGal ve 0-NPGlu
substratlarina olan ilgisi Ky ve Vi degerleri bulunarak tesbit edildi. Bunun igin
yukaridaki subsratlarin farkli konsantrasyonlarda enzim aktiviteleri olgiildii. 1/V ve
I/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Ky ve Viax degerleri
grafigin denkleminden bakilarak bulundu. Bunun i¢in grafigin 1/V eksenini kestigi
nokta olan 1/Vp, degerinden V., degeri hesaplandi ve denklemin egimi olan

Kwm/Vmax degerinde Vi, yerine Ky degeri yazilarak hesaplandi.

2.3.4 Inhibitorlerin ICsy Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirilan inhibitor maddelerin ICs
degerlerini bulmak i¢in, p-NPG substratinin reaksiyon hacminde 0.01 mM ve 1.36
mM konsantrasyon araliklarinda calisildi. Inhibitér eklenmemis ortamda enzim
aktivitesi bulunarak bu deger % 100 aktivite olarak alindi. Farkli inhibitor
konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri bulundu ve % aktivite degerleri
hesaplandi ve % Aktivite-[I] grafikleri c¢izildi (Sekil 3.12). Bu grafiklerden
yararlanarak enzim aktivitesini % 50 oraninda azaltan inhibitdr konsantrasyonu olan

ICs degerleri hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1 Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Standart Egri

Enzimin aktivitesinin hesaplanmasi, B-Glukozidaz enziminin hidroliz etmesi
ve glikopiranozide bagli olan p-Nitrofenoliin aciga ¢ikmasi esasina dayanarak
yapildi. Bu amagcla 210 puL ve 280 pL’lik son reaksiyon hacimlerinde p-NP standart
grafikleri olusturuldu. Bu grafikleri olusturmak icin p-Nitrofenol standart olarak
kullanild1. Standart ¢ozeltideki pmol p-Nitrofenole karsilik gelen absorbans degerleri
Boliim 2.2.3’de anlatilan yontemle bulunarak Sekil 3.1 ve 3.2 *deki standart grafikler

cizildi.
4 R
1.2
1 _
(=
= 0.8 4
(=]
¥
g 06
=
Z
204 -
0,2 y =0,0246x- 0,0009
R2=10,9998
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
[pNP] 210 pL'deki pmol
N J

Sekil 3.1: Enzim aktivite tayininde kullanilan 210 pL hacimli p-NP standart
grafigi.
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Absorbans 405 nm

y =0.0399x+0,0161
R*=0,9994

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

[pNP] 280 pLdeki pmol

Sekil 3.2: Enzim aktivite tayininde kullanilan 280 pL hacimli p-NP standart
grafigi.

3.2 Kayis1 Meyvasi ve Cekirdeginin Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Farkli tarihlerde toplanan kayisilarin, meyva ve cekirdek ektraktlarinin
spektrofometrede 405 nm’deki aktivite degerleri Tablo 3.1’de verilmistir. Kayisi
meyvasi ve ¢ekirdegi ekstraktlarinin aktivite garafigi Sekil 3.3’de gosterilmistir. Bu
calismada kayis1 meyvasinin her iki donemde aktivitesinin diisiik, kayis1 ¢ekirdeginin
ise her iki donemde aktivitesinin yiiksek oldugu tesbit edilmistir. Buradan yola
cikarak c¢alismamizda kayis1 ¢ekirde§i PB-Glukozidaz enziminin saflagtirilmasi ve

karakterize islemleri gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.1: Farli donemlerde kayis1t meyva ve ¢ekirdek ekstraktlarinin aktivite

degerleri.
EKSTRAKT ABSORBANS | AKTIVITE ORT.AL.AMA
(405 nm) (EU) AKTIVITE (EU)
Meyva Ekstrakt (1) 0.077 0.052
Meyva Ekstrakt (2) 0.060 0.040 0.030
m Meyva Ekstrakt (3) -0.115 -
=
)
5 Cekirdek Ekstrakt (1) 0.346 0.399
=
Cekirdek Ekstrakt (2) 1.032 1.396 0.955
Cekirdek Ekstrakt (3) 0.790 1.070
Meyva Ekstrakt (1) 0.056 0.047
Meyva Ekstrakt (2) 0.010 0.006 0.026
Sa|
& Meyva Ekstrakt (3) -0.014 0
=
)
Z
> Cekirdek Ekstrakt (1) 2.694 3.774
%
Cekirdek Ekstrakt (2) 3.560 4.889 4.539
Cekirdek Ekstrakt (3) 3.656 4.954
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Aktivite (EU)
R O = <
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1

Meyva Cekirdek Meyva Cekirdek

1 2

1.
Donemler

Sekil 3.3: Farli donemlerdeki kayisi meyva ve ¢ekirdek ekstraktlarinin
B-Glukozidaz aktivite grafigi.

3.3Protein Miktar Tayini Icin Hazirlanan Standart Egri

B-Glukozidaz enziminin saflastirma asamalarinda kantitatif protein tayini
icin Lowry metodu kullanilmistir. Bu yontemle protein miktar tayininde, sigir serum
albumin proteini standart olarak kullanilmistir. Standart ¢ozeltideki mg proteine
karsilik gelen absorbans degerleri Boliim 2.2.4°de anlatildigi sekilde yapilmis Sekil
3.2°deki grafik ¢izilmistir.

Elde edilen grafigin dogru denkleminden ilgili absorbansa karsilik gelen

mg/ml protein miktar1 hesaplanmustir.
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0.35 +
Lowry standart egri

0.3 -

0.25 -

y =7.5112x - 0.0008
R?=0.9882

0.15 -

0.1 -

Absorbans (600 nm)
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Sekil 3.4: Lowry yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafigi.

34 B-Glukozidaz Enziminin Saflastirilmasi

34.1 PB-Glukozidaz Enziminin Amonyum Siilfat Coktiirme Arahginin

Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in ham ekstrakta Tablo
3.2’de verilen amonyum siilfat miktarlar1 eklenerek Bolim 2.2.5.1’de belirtilen
islemler yapildi. Tablo 3.2°deki verilerden yola ¢ikarak Sekil 3.5’deki amonyum
stilfat ¢oktiirme aralii-aktivite grafigi ¢izildi. Coktiirme aralifinin belirlenmesinde
protein miktarinin diisiik, enzim aktivitesinin yliksek oldugu aralik alinmistir.
Grafikten, enzimin ¢oktiigii tuz konsantrasyonu % 20-60 aralig1 tesbit edilmis ve
saflagtirma islemlerinde % 20-60 amonyum siilfat tuz c¢oktiirmesi uygulanmistir.
Tablo 3.3’deki saflastirma tablosunda gosterildigi gibi amonyum siilfat ¢oktlirmesi
sonucunda ¢oziilen ¢okelegin toplam aktivitesi 309.27 U/ml ve toplam protein
miktar1 32.89 mg/ml olarak belirlenmis ve s6z konusu enzim % 21.8 verimle 1.2 kat

saflagtirilmistir.
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Tablo 3.2: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zelti hacimleri, kullanilan tuz miktar1 ve tesbit edilen degerler.

KULLANILAN PROTEIN

ARALIK | COKTURME | HACIM A?&?EM lzﬁg/};‘:lil AKTIVITE

DEGERI | ARALIGI (%) | (mL) MIKTARI (g) (EU)
1 0-10 5.00 0.257 0.678 0.826
2 10-20 5.00 0.264 0.561 1.379
3 20-30 4.75 0.259 0.561 1.560
4 30-40 4.75 0.267 0.582 1.663
5 40-50 4.75 0.276 0.451 1.674
6 50-60 4.80 0.288 0.451 1.512
7 60-70 4.80 0.299 0.506 0.976
8 70-80 4.75 0.306 0.510 0.830
9 80-90 4.75 0.318 0.586 0.392
10 90-100 4.75 0.331 0.414 0.277
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Sekil 3.5: Amonyum siilfat ¢oktiirme aralig1 ve protein miktar1 grafigi.

3.5 B-Glukozidaz Enziminin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Ile

Saflastirilmasi

Bolim 2.2.5.2°de belirtildigi gibi % 20-60 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonunda elde edilen numune, Laboratuvarimizda Onceden sentezlenmis olan
hidrofobik yapidaki sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin jelini igeren kolona tatbik
edilmistir. Kolondaki jel yiiksekligi 5 cm ve ¢ap 1 cm olacak sekilde ayarlanmstir.
Kolondan alinan numuneler protein miktart 50 mM sodyum fosfat, pH 6.8,
tamponuna karsi 280 nm’de kalitatif olarak tayin edilmistir. Eliie edilen her bir
tiipteki enzim aktivite tayini, enzimsiz kore kars1 okunmustur. Sekil 3.6’da goriildiigii
gibi elde edilen sonucglarin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktar
grafiginden faydalanarak yiiksek aktivite gosteren 28. ve 29. numarali tiipler
birlestirilmistir. Kolona tatbik edilen ve birlestirilen eliiatlar icin Lowry metoduyla
kantitatif protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma

oranlar1 tesbit edilmistir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda 28. ve 29. tiiplerdeki
proteinin % 14 verimle, 11.1 kat saflastirildgr goriilmiistiir. Yapilan hidrofobik
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etkilesim kromatografisinde 1-0 M amonyum siilfat gradienti uygulanmis eliisyonun

15. tiiptinde gradient baglamais, 35. tlipte ise gradient iglemi bitirilmistir.

25 -
20 - —o— AKTIVITE
I =#-PROTEIN MIKTARI
5 15 -
w
3
=
§ 10
<
5 4
O T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiip no

Sekil 3.6: Hidrofobik etkilesim kromatografisi kolonu ile kayisi ¢ekirdegi -
Glukozidaz enziminin saflagtirma grafigi.
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Tablo 3.3: Saflastirma tablosu.

Toplam

Protein

Toplam

Spesifik

Basamak H(?r(‘:li)m A(‘Sir\r/]ilt)e Aktivite Miktari Protein Aktivite | % Verim Sgﬁ?;;?a
(U/ml) (mg/ml) (mg) (U/mg)
20 70.846 1417.00 9.014 180.4 7.85 100 1

Ham ekstrakt

Amonyum

Siilfat 4 77.307 309.27 8.224 32.897 9.40 21.82 1.2
Coktiirmesi

(%20-60)

Hidrofobik

etkilesim 4 49.748 198.992 0.573 2292 86.82 14.0 111
kromatografisi
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3.51 Kayis1 Cekirdegi p-Glukozidaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflagtirilan kayisi1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz
enziminin saflifin1 kontrol etmek amaciyla Bolim 2.2.5.3’de anlatildigi bigimde
hazirlanan SDS Poliakrilamid Jel elektroforezine, s6z konusu enzim numunesi
uygulandi. Protein bantlar1 igeren jellerin goriintlileri jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara transfer edilmistir.

[a] [b]
116.0 ———
662 —1
s — 60.0
45.0 @
35.0
250 —

Sekil 3.7: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflagtirilan kayis1 ¢ekirdegi [3-
Glukozidaz enziminin SDS-Poliakrilamid Jel elektroforezi. [a] Protein marker
bantlar1 [b] Numune banti.

SDS Poliakrilamid Jel elektroforezi sonucunda B-Glukozidaz enziminin

molekiil biiylikliigli yaklasik 60 kDa olarak buulunmustur.

3.5.2 p-NPGlu Substratina Karsi1 Ky ve V,,x Degerleri

KM ve Viax degerlerinin hesaplanmasi amaciyla p-NPGlu substratinin  farkli
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢iimleri yapilmis ve 405 nm’de olgiilen

aktivite degerleri ile reaksiyon hizi, V(U/mL) olarak belirlenmistir. Tablo 3.3’de
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verilen 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.8’de gosterilen Lineweaver-Burk
grafigi cizildi. Grafik denkleminden faydanalanarak kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz
enzimine iliskin p-NPGlu substrati i¢in Ky degeri 2.48 mM ve Vi.x degeri 58.14

U/mg olarak hesaplanmustir.

0.16 -

0.14 - p-NPGlu

0.12 -

0.1 4

y =0.0427x +0.0172
R?=0.9939

1/V (EU)

-1 0 1 2 3
1[SImM-

Sekil 3.8: p-NPGlu substratina karst Ky ve Vi degerlerinin belirlenmesinde
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.
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Tablo 3.4: Kayisi ¢ekirdegi -Glukozidaz enziminin p-NPGlu substrati kullanilarak, Ky ve V¢ degerlerinin tesbitinde kullanilan
cozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

50mM Enzim Substrat Kuyucuktaki SKLTB/;:EZF taki AA Akfivite

Na-Ac Cozeltisinin Cozeltisinin | Toplam Kons (405nm) (U/ml dak) Vv 1/[S]

Tamponu (pl) | Hacmi (ul) Hacmi (ul) | Hacim (ul) [s] (m.M)
130 10 0.3571 0.556 7.546 0.132 2.800
125 15 0.535 0.731 9.920 0.100 1.866
120 20 0.714 0.951 12.905 0.077 1.400
115 25 0.892 1.102 14.947 0.066 1,120
110 30 1.071 1.185 16.074 0.062 0.933
105 35 1.250 1.460 19.796 0.050 0.800
100 40 1.428 1.418 19.227 0.046 0.700

70 210

95 45 1.607 1.580 21.424 0.039 0.622
90 50 1.785 1.849 25.069 0.037 0.560
85 55 1.964 1.953 26.481 0.034 0.509
80 60 2.142 2.158 29.262 0.034 0.466
75 65 2.321 2.147 29.113 0.031 0.430
70 70 2.500 2.331 31.602 0.017 0.400
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3.5.3 p-NPGal Substratina Kars1 Ky ve V. Degerleri

Ky ve Viex degerlerinin bulunmasi amaciyla, p-NPGal substratinin, farkl
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Olglimleri yapilmis ve 405nm’de olgiilen
aktivite degerleri ile reaksiyon hizi, V(U/mL) cinsinden belirlenmistir. Tablo 3.4’de
verilen 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.9°da gosterilen Lineweaver-Burk
grafigi cizildi. Grafik denkleminden faydalanarak kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz
enzimine iligkin p-NPGal substrati i¢cin Ky degeri 6.578 mM ve V. degeri 0.725

U/mg olarak hesaplanmustir.

y =9.0616x + 1.3775
— R2=0.9971
D)
S
2
—
-0.5 2.5 3
1/[S] mM-1

Sekil 3.9: p-NPGal Substratinin Ky ve V. degerlerinin belirlenmesinde
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.
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Tablo 3.5: Kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidazenziminin p-NPGal substrat1 kullanilarak, Ky ve V., degerlerinin tesbitinde

kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

Napc | Eneim | Substrat | Kuyucuktak et AA Aktivite

rampony | St | Colisinin | Toplam |GG gy | it | 2|V
(uD) [S](mM)

125 15 0.535 0.039 0.055 18.177 1.866
120 20 0.714 0.052 0.072 13.743 1.400
110 30 1.071 0.070 0.096 10.379 0.933
105 35 1.250 0.080 0.110 9.033 0.800
100 40 1.428 0.093 0.127 7.834 0.700
95 70 45 210 1.607 0.102 0.139 7.165 0.622
90 50 1.785 0.114 0.155 6.417 0.560
85 55 1.964 0.123 0.168 5.932 0.509
80 60 2.142 0.133 0.181 5.499 0.466
75 65 2.321 0.149 0.203 4.903 0.430
70 70 2.500 0.152 0.208 4.801 0.400
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3.5.4 o-NPGlu Substratina Kars1 Ky ve V. Degerleri

0-NPGlu substratinin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi 6lgiimleri
yapilmis ve 405 nm’de 6l¢iilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizi, V (U/mL) olarak
belirlenmistir. Tablo 3.5 de verilen 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Sekil 3.10’daki
Lineweaver-Burk grafigi cizilmistir. Grafik denklemi kullanilarak kayis1 ¢ekirdegi B-
Glukozidaz enziminin o-NPGlu substratina kars1 Ky degeri 37.17 mM ve Vi, degeri
8.65 U/mg olarak bulunmustur.

6 -
5 y =4.2951x + 0.1156
o-NPGlu R2 = 0.9975
—~
D)
L 4
N
2
—
3
2
1
r O T T T 1
-0.5 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
1/[S] mM-1

Sekil 3.10: o-NPGlu substratinin Ky ve V. degerlerinin belirlenmesinde
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.
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Tablo 3.6: Kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin o-NPGlu substrati1 kullanilarak, Ky ve Vinax degerlerinin tesbitinde
kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

NaAc | Enzim | Substrat | Kuyucuktaki | QUSSR
rampony | G| Coetisin || Toplem " gy | omiaak | | U
(n) [SI(mM)
120 20 0.714 0.122 0.167 5.980 1.400
115 25 0.892 0.144 0.197 5.065 1.120
110 30 1.071 0.177 0.241 4.141 0.933
105 35 1.250 0.204 0.277 3.598 0.800
100 40 1.428 0.235 0.320 3.121 0.700
95 70 45 210 1.607 0.258 0.351 2.845 0.622
90 50 1785 0.280 0.381 2.621 0.560
85 55 1.964 0.314 0.427 2.336 0.509
80 60 2.142 0.369 0.501 1.993 0.466
75 65 2.321 0.399 0.542 1.842 0.430
70 70 2.500 0.400 0.544 1.836 0.400
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3.5.5 o-NPGal Substratina Kars1 Ky ve V. Degerleri

Ky ve Vi degerlerinin bulunmasi amaciyla, o-NPGal substratinin farkl
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ol¢iimleri yapilmistir. Kullanilan degerler ve
elde edilen sonuclar Tablo 3.6’da verilmis ve 405 nm’de Olglilen aktivite degerleri ile
reaksiyon hizi, V (U/mL) olarak hesaplanmistir. 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak
Sekil 3.11’deki Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir. Grafikten yararlanarak kayisi
cekirdegi B-Glukozidaz enziminin o-NPGal substratina kars1 Ky degeri 2.68 mM ve
Viax degeri 0.12 U/mg olarak bulunmustur.

y = 21.703x + 8.0953
45 | R? =0.9855

1V (EV)

[en]

-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 25 3
1/[S] mM-1

Sekil 3.11: o-NPGal substratinin Ky; ve V. degerlerinin belirlenmesinde
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.
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Tablo 3.7: Kayisi ¢ekirdegi f-Glukozidazenziminin o-NPGal substrati kullanilarak, Ky ve Viax degerlerinin tesbitinde kullanilan
cozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

50 mM : . | Kuyucuktaki
Na-Ac ..Enz.lrp . SUbS.trat KU_?_/UClletak| Substrat AA Aktivite
Tamponu Cozeltl_smln Cozeltl_smln oplam K A0S (U/ml dak) Vv 1/[S]
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacim (ul) ons. (405 nm)
(nl) [SI(mM)
125 15 0.535 0.014 0.160 47.307 1.866
115 25 0.892 0.020 0.197 35.311 1.120
110 30 1.071 0.027 0.241 26.357 0.933
105 35 1.250 0.026 0.277 27.333 0.800
70 210

100 40 1.428 0.028 0.298 24.765 0.700
90 50 1.785 0.038 0.381 18.683 0.560
80 60 2.142 0.041 0.501 17.529 0.466
75 65 2.321 0.043 0.542 16.734 0.430
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Tablo 3.8: Kayisi ¢ekirdegi -Glukozidaz enziminin farkli substratlara karsi

KM, Vinax V€ Viax/ Ky degerleri.

p-NPGlu 58.14 2.48 23.44
o-NPGlu 8.65 37.17 0.23
p-NPGal 0.72 6.57 0.11
0-NPGal 0.12 2.68 0.05
3.6 Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitor Etkisi Gosteren Maddelerin
ICsp Degerleri
3.61 pB-Glukozidazlarin Genel Inhibitorlerinin ICs, Degerlerinin

Belirlenmesi

Literatiirde B-Glukozidaz enzimlerinin en yaygin inhibitorlerinin glukoz ve 6-

glukonolakton oldugu goriilmektedir.

cekirdegi B-Glukozidaz enzim aktivitesi lizerine etkileri aragtirilmistir.

3.6.1.1 o-Glukonolaktonun ICsy Degeri

Calismamizda bu iki maddenin kayisi

0-Glukonolaktonun kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz enzim aktivitesi lizerine

etkisi incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.36

mM kullanilmistir.  8-glukonolakton bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100

aktivite olarak alimmis ve 0-Glukonolaktonun 0.01-3.0 mM arasinda degisen

konsantrasyonlarindaki % Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Tablo 3.9’da gosterilmistir.
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Tablo 3.9: B-Glukozidaz enzimi iizerine inhibisyon etki gosteren 6-Glukonolaktonun, ICsy degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zelti

miktarlari, substrat ve inhibitér konsantrasyonlari.

5|\(I)ar_nAl\él Enzim Subsrat | Inhibitor Kuyudaki AA Aktivite
Tambonu Inhibitor Cozeltisinn | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Inhibitor Kons. % Aktivite

(lﬁ) Hacmi (ul) | Hacmi (u) | Hacmi (ul) | [1}(Mm) (mM) | (405nm) | (U/ml dak)

70 0 0 3.029 2.517 100.00
50 20 0.01 1.234 1.017 90.762
40 30 0.015 0.979 0.804 87.411
60 10 0.05 2.713 2.253 89.501
50 20 0.1 2.372 1.968 78.185

0- 70 70

60 Glukonolakton 10 0.5 2.946 2.447 57.476
50 20 1.0 2.751 2.284 40.418
40 30 1.5 2.650 2.200 31.955
30 40 2.0 2.431 2.017 24.720
20 50 2.5 2.347 1.947 20.672
10 60 3.0 2.270 1.882 18.581
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y =11.904x? - 58.498x + 90.29
R?=0.9768
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Sekil 3.12: Saflastirilmis kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin p-NPGlu
substratina kars1 6-Glukonolaktonun % aktivite-[I] grafigi.

Tablo 3.9°daki veriler 1s18inda 6-Glukonolaktonun p-NPGlu substrati
varligindaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil 3.12°deki gibi c¢izilmistir. Grafikteki
denklemden yararlanarak kayist cekirdegi B-Glukozidaz enzim aktivitesine -

Glukonolakton ile ICsy degeri 0.83 mM olarak bulunmustur.

3.6.1.2 Glukozun ICsy Degeri

Glukozun, kayis1 cekirdegi B-Glukozidaz enzim aktivitesi lizerine etkisi
incelenirken, p-NPGlu substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 2.85 mM
olacak sekilde kullanilmistir. Glukoz bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
olarak almmistir. Glukozun 0.5 mM ile 30 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarindaki % Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Tablo 3.10°da gdsterilmistir.
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Tablo 3.10: B-Glukozidaz enzimi lizerine inhibisyon etki gosteren Glukozun, ICsy degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlari,
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari.

533/22 Inhibitor Ciiliglztii:ilnn caigll:isgfﬁn CIonzl;:)llstl(l)ll;n inh}?ll:i)t/;ijf ?(koins. AA Aktivite I
Tamponu (ul) Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (pl) [1] (mM) (405 nm) (U/ml dak) | AKtivite
70 0 0 2.975 2.471 100
60 10 0.5 2.918 2.424 98.073
50 20 1 2.687 2.231 95.00
60 10 5 2.963 2.461 92.463
50 Glukoz 70 70 20 10 2.754 2.287 86.437
40 30 15 2.697 2.239 81.412
30 40 20 2.56 2.125 76.376
20 50 25 2.355 1.953 72.692
10 60 30 2.209 1.831 69.346
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120 y =0.0121x2 - 1.3348x + 98.498

R?=0.9929

Glukoz

% Aktivite (EU)
D (o)) 0 8
o o o o

N
o
1

0 T T T T T T 1
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[1] mM

Sekil 3.13: Saflastirilmis kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin p-NPGlu
substratina kars1 glukozun % aktivite-[I] grafigi.
Tablo 3.10°daki verilere gore glukozun p-NPGlu substrati varligindaki %
Aktivite-[I] grafigi Sekil 3.13’de ¢izilmistir. Glukozun kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz
enzimini yeterince inhibe etmedigi goriilmiis, bundan dolayr ICsy degeri

hesaplanmamustir.

3.7Saf Enzimin Optimum pH Degeri

Boliim 2.3.1°de belirtildigi sekilde, birbirinden farkli seri pH ortamlarinda p-
NPGlu substrat1 kullanilarak enzim aktivitesi Ol¢timleri yapilmistir. Reaksiyonun
gerceklestigi ortamin pH degerine karsi enzim aktivite degeri Sekil 3.14 grafiginde
gosterilmistir. Elde edilen grafikten kayist c¢ekirdegi P-Glukozidaz enziminin en

yiiksek aktivite gosterdigi optimum pH degeri 5 olarak tesbit edilmistir.
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Sekil 3.14: Kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin optimum pH grafigi.

3.8 Saf Enzimin Optimum Sicaklik Degeri

Bolim 2.3.2°de belirtildigi sekilde saf enzim, farkli sicakliklarda inkiibe
edilmis ve aktivitesi hesaplanmistir. Reaksiyonun gerceklestigi ortamin sicaklik
degerine kars1 enzim aktivitesi Sekil 3.15 grafigi ile gosterilmistir. Elde edilen
grafikten kayist c¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi

optimum sicaklik degeri 55 °C olarak bulunmustur.
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Sekil 3.15: Kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin optimum sicaklik
grafigi.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1Sonugclar

Bu c¢alismada Malatya kayisist (Prunus armeniaca L.) meyva ve
cekirdeginden PB-Glukozidaz enzim aktivitesi belirlenmis olup, aktivitenin kayisi
cekirdeginde yiiksek, kayis1 meyvasinda ise diisiik ¢ikmasi lizerine saflastirma islemi
cekirdek kismindan yapilmistir. Saflastirma isleminde sirasiyla amonyum stilfat
coktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemleri uygulanmistir. Kayisi

cekirdeginden saflastirilan B-Glukozidaz enzimi karekterize edilmistir.

Kayist ¢ekirdeginden toplam B-Glukozidaz enzimi saflagtirilmasi igin ham
ekstrakt hazirlama islemi tek asamada gerceklestirilmistir. Kayis1 ¢ekirdeginin
izerine ekstraksiyon tamponu ilave edilerek ekstrakt hazirlama islemi yapilmistir.
Literatiirde farkl1 arastiricilar farkli yollar izlemistir. Ornegin portakal meyvasindan
[66] ve mandalina meyvasindan [68] ekstrakt hazirlama isleminin tek asamada
gerceklestirildigi  bildirilmistir. Farkli arastiricilar  tarafindan  yapilan kiraz
meyvasindan [63], cay yapragindan [64] ve zeytin meyvasindan [67] hazirlanan
ekstraktlardaki yagi veya fenolik bilesikleri uzaklastirmak amaciyla aseton tozu

kullanilarak yapildig: bildirilmektedir.

Yaptigimiz calismada portakal meyvast ve mandalina meyvasinda oldugu
gibi ekstrakt hazirlama islemi tek asamada yapilmistir. Kayis1 ¢ekirdeginden toplam
B-Glukozidaz enziminin saflastirilmasi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme aralig
calismamizda % 20-60 olarak bulunmus ve saflastirma islemlerinde ham ekstrakta %
20-60’lik amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi tatbik edilmistir. Literatlirde B-Glukozidaz
enziminin saflagtirllmasi i¢in yapilan calismalarda, amonyum siilfat ¢oktiirme
araliklar1 farkli tesbit edilmistir. Ornegin p-Glukozidaz enziminin saflastirilmasinda
portakal meyvasi icin % 75 [66], kiraz meyvast icin % 30-70 [63], elma ¢ekirdegi
icin % 40-65 [79], ¢ay yapragi i¢cin % 45-75 [64], zeytin meyvast i¢in % 0-50 [67] ve
mandalina meyvasi i¢in ise % 40-60 [68] amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinin
uygulandig1 bildirilmektedir. Riou ve digerlerinin yapmis olduklar1 arastirmada,
Aspergillus oryzae fungusundan [73] B-Glukozidaz enzimi saflastirilmasi i¢in mantar

kiiltiir ortamima % 85, Termoascus aurantiacus mantarindan [74] B-Glukozidaz
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saflastirilmast ¢aligmasinda yine besi yerine % 80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulandigt belirtilmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada kullanilan amonyum siilfat
¢Oktiirmesi araligimmin zeytin meyvasi hari¢ bitki ve mantar B-Glukozidaz enziminin
saflagtirilmast  i¢in  kullanilan  degerlere  yaklasik oldugu  goriilmektedir.
Arastirmamizda amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemi sonunda kayis1 ¢ekirdeginden [3-
Glukozidaz enzimi % 21.8 verimle 1.2 kat saflagtirllmistir. B-Glukozidaz enzimi
saflastirilmasi i¢in yapilan farkli ¢alismalarda amonyum stilfat ¢oktiirmesi sonunda,
soyadan % 120 verimle 3 kat [45], cay yapragindan % 50.6 verimle 7.6 kat [64],
zeytin meyvasindan % 72.25 verimle 7.82 kat [67], mandalina meyvasindan [68] %
175.12 verimle 15.86 kat ve elma tohumundan % 51.3 verimle 2.6 kat [79]
saflastirildigr belirtilmektedir. Calismamizda amonyum siilfat ¢oktiirme basamagi
sonunda elde edilen saflagtirma katsayisinin, belirtilen diger ¢aligmalara gore daha

diisiik oldugu goriilmektedir.

Calismamizda, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda hidrofobik etkilesim
kromatografisi yontemi kullanilarak, tek asamada saflastirma islemi yapilmistir. Bu
yontemle enzimin aktivitesini kaybetmemesi amaclanmistir. Ayrica tuz
coktiirmesinden sonra hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in ortamdaki tuzun
uzaklastirllmasina gerek olmamakta ve enzim aktivitesinin korunmasi agisindan
diyaliz gibi ayr1 bir yontem kullanilmamaktadir. Labaratuarimizda sentezlenen
sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli [77] kullanilarak hidrofobik
etkilesim kromatografisi gerceklestirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada hidrofobik
etkilesim kromatografisi sonucunda yiiksek aktivite gosteren tiipler birlestirilmis ve
saf enzim olarak c¢alismalarimizda kullanilmigtir.  Arastirmamizda hidrofobik
etkilesim kromatografisi sonucunda, s6z konusu enzim % 14 verimle 11.1 kat
saflastirilmistir. Literatiirde farkli bitkiler {izerinde yapilan ¢alismalarda s6z konusu
enzimin saflastirma oranlarinin farkli oldugu bildirilmistir. Hsieh ve digerleri [45]
tarafindan soya bitkisinden yapilan saflastirmada amonyum sitilfat ¢oktiirmesinden
sonra jel filtrasyon kromatografisi ile tuzlar uzaklastirilmig, daha sonra anyon
degistirici ve katyon degistirici matrikslerle arka arkaya iki defa iyon degisim
kromatografisi yapilarak enzim % 20 verimle 20 kat saflastirilmistir. Odoux ve
digerlerinin [48], vanilya bitkisinden pB-Glukozidaz enzimi saflagtirmak ig¢in
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda iyon degisim kromatografisi, ardindan

hidrofobik etkilesim kromatografisi ve sonrasinda da jel filtrasyon kromatografisi
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kullandiklarin1 ve enzimi % 8.4 verimle 7.2 kat saflastirdiklarini belirtmislerdir.
Gerardi ve digerlerinin [63] yaptig1 bir ¢alismada kiraz meyvasindan B-Glukozidaz
enziminin saflastirilmasi i¢in amonyum stilfat ¢oktiirmesi sonunda iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi kullanarak enzim % 26 verimle 6.8
kat saflastirildigr bildirilmistir. Li ve digerleri [64] tarafindan cay yapraginda
gerceklestirilen saflastirmada, amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi sonunda iyon degisim
kromatografisi ve ardindan iki farkl jel filtrasyon kromatografisi uygulayarak enzimi
% 1.26 verimle 117.0 kat saflagtirdiklar1 bildirilmektedir. Cameron ve digerleri [66]
tarafindan portakaldan yapilan saflastirmada da amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda
once katyon degistirici sonra anyon degistirici ile iki asamali iyon degigsim
kromatografisi ve arkasindan {i¢ farkl: jel filtrasyon kromatografisi gerceklestirilerek
s0z konusu enzimin 489.5 kat saflastirildig: bildirilmistir. Kara ve digerleri [67]
tarafindan yapilan ayni yapiya sahip hidrofobik jelle zeytin B-Glukozidaz enziminin
iki asamal1 saflastirmasinda, % 53.92 verimle 154.93 kat saflastirdiklar1 belirtilmistir.
Acar ve digerleri [68] tarafindan yapilan hidrofobik etkilesim kromatografisinde s6z
konusu enzim % 11.38 verimle 196.23 kat saflastirildgi belirtilmistir. Romero ve
digerleri [70]’nin yapmis oldugu calismada zeytin meyvasindan B-Glukozidaz
saflagtirilmast  i¢cin  amonyum siilfat ¢oOktiirmesinin ardindan jel filtrasyon
kromatografisi ile tuz uzaklastirilmig, daha sonra anyon degistirici matriksle iyon
degisim kromatografisi yapilmis ve ardindan hidrofobik etkilesim kromatografisi
uygulanmistir. Bu basamaklarin sonunda arastirmacilarin zeytin B-Glukozidazini %
8.3 verimle 8.1 kat saflagtirdiklar1 goriilmektedir. Farkli bir ¢alismada ise Yu ve
digerlerinin [79] elma ¢ekirdeginden yaptig1 saflastirmada, amonyum siilfat tuz
coktlirmesi sonunda iyon degisim kromatografisi, sonra hidrofobik etkilesim
kromatografisi yapilmig ve enzim ¢ozeltisi konsantre edilerek jel filtrasyon
kromatografisinin uygulandigi bildirilmektedir. Bu sekilde enzimi % 12.8 verimle
46.1 kat saflastirdiklart bildirilmistir.  Yukarida belirtildigi  lizere farkh
aragtirmacilarin =~ farkli  bitkilerden  gerceklestirdigi  f-Glukozidaz  enzimi
saflastirmalarinda amonyum stilfat tuz ¢oktiirmesi ardindan ¢ogunlukla ¢ok asamali

islem kullandiklar1 goriilmektedir.

Yapmis oldugumuz caligmada kayisi ¢ekirdeginin B-Glukozidaz enzimini,
vanilyadan [48], kirazdan [63] ve zeytinden [70] yapilan saflagtirma ¢alismalarina

gore daha yiiksek verimde saflastirdigimiz goriilmektedir. Saflastirma katsayimizin
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cay yapragi [64], zeytin meyvasi [67], mandali meyvasi [68] ve elma c¢ekirdeginden
[79] saflastirilan enzim katsayisina gore daha diisilk oldugu belirlenmistir. Daha
onceki aciklamalarimizda hidrofobik etkilesim  kromatografi  yonteminde
labaratuvarimizda sentezlenen sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin [76] hidrofobik
jeli kullanildigini belirtmistik. Hidrofobik etkilesim kromatografisi tekniginde ligand
ve matriks yapist son derece Onemli bir yere sahiptir. Kullanilacak ligantin
hidrofobik 6zelligi kritik bir paya sahiptir. Diisiik hidrofobik 6zellige sahip ligandlar
kullanildiginda ayrilacak molekiillerin kolonda etkilesimini gergeklestirebilmek igin
yiikksek tuz konsantrasyonu tatbik etmek gerekmektedir. Bu durumda proteinlerin
kendi aralarinda hidrofobik etkilesim yapma pay1 artmaktadir. Yiiksek hidrofobik
ozellikli ligand tercih edildiginde ise saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki
etkilesim artacagi icin eliisyon agamasinda bir takim sikintilar ortaya ¢ikabilmaktedir
[80]. Yaptigimiz ¢aligmada kullanilan jelde hidrofobik ug¢ olarak aril yapisinda olan
I-naftilaminin olmasi, saflastirma katsayimizin Odoux [48], Gerardi [63] ve
Romero’nun [70] yaptig1 hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucuna gore daha
yiiksek sonu¢ vermesine neden oldugunu diisiinmekteyiz. Bu olay ayni1 zamanda s6z
konusu enzimin hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimlerde oldugunu
diisiindiirmektedir. Buradan yola c¢ikarak kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin

yapisinda hidrofobik ve aromatik rezidiilerin olabilecegini diisiinmekteyiz.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun cinsi ve
konsantrasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir. Genellikle bu kromatografi yonteminde
yaygin olarak Na;SO4 K;SO4 (NHy4),SO4 NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN gibi tuzlar
kullanilmaktadir. Buna ragmen en ¢ok kullanilan amonyum stilfat tuzudur [81,82].
Caligmamizda amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmasi sonucunda 1M amonyum
silfat iceren tampon i¢indeki enzim, 1-0 M azalan tuz gradientinde hidrofobik
etkilesim kromatografisinden eliie edilmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde
eliientler 2’ser mL’lik tiiplere alinmis ve enzimin saflastirma islemi 72. tiipe kadar
devam ettirilmistir. Enzimin tuz yogunlugunun azalmis bir degerde gelmesi, enzimin
kolona sikica tutundugunu gosterir.  Buradan hareketle, enzimin ii¢ boyutlu
yapisinda dig tarafta hidrofobik uglarin yogunlukta oldugu sdylenebilir. Ayrica
hidrofobik jeldeki aromatik u¢ bolgesinde bulunmasi, enzimin ayni zamanda

aromatik etkilesimlerde bulunmus olabilecegini akla getirmektedir.
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Tek asamada saflastirilan kayist ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin safligini,
alt birimlerinin varligin1 ve sayisin1 kontrol etmek amaciyla SDS Poliakrilamid Jel
elektroforezi uygulanmistir. Protein Sekil 3.4’de goriildiigl lizere yaklasik olarak 60
kDa hizasinda tek bant seklinde goriintiilenmistir. Arastirmacilarin degisik bitkilerde
yapmis oldugu ¢alismalarda, saflastirilan s6z konusu enzimin misirda 60 kDa [21],
¢imlenmis piring tohumunda 56 kDa [62], kiraz meyvasinda 68 kDa [63], portakal
meyvasinda 64 kDa [66], zeytin meyvasinda 65 kDa [67] ve mandalina meyvasinda
ise 30 kDa [68] oldugu belirtilmistir. Literatiirdeki caligmalarda ilgili enzimlerin
molekiil agirliklarinin tesbiti genellikle SDS-PAGE yontemi ile gergeklestirilmistir.
Bitki B-Glukozidazlar i¢in SDS-PAGE ile tespit edilen altbirimlerinin 55-65 kDa
arasinda oldugu bildirilmektedir [1]. Yapmis oldugumuz ¢aligmada kayist ¢ekirdegi
B-Glukozidaz enziminin SDS-PAGE ile goriintillenen molekiil agirligi degeri
yaklagik 60 kDa’dur. Bu deger genellikle literatiirde arastirmacilarin yapmis oldugu
calismalara uygunluk gostermektedir. Bununla birlikte bazi bitkilerden saflastirilan
B-Glukozidaz enziminin molekiil agirhgmin farkli olduguda goriilmektedir. Ornegin
cay yapragi [64] ve mandalina meyvasindan [68] saflastirilan enzimlerin yapilan

calismalarda sirastyla 30 kDa ve 41 kDa oldugu belirtilmistir.

Saflagtirilan kayis1 ¢ekirdegi P-Glukozidaz enziminin optimum pH ve
optimum sicaklik degerleri belirlenmistir. Kayis1 ¢ekirdegi -Glukozidaz enzimi igin
optimum pH 5.0 ve optimum sicaklik 55 °C olarak bulunmustur. Farkli arastiricilarin
yapmis oldugu calismalarda, B-Glukozidaz enziminin optimum pH ve sicaklik
degerlerinin cayda [64] 5.5 ve 40 °C, zeytinde [67] 5.5 ve 42 °C ve vanilya
cekirdeginde ise [83] 6.5 ve 39 °C oldugu bildirilmistir. Ayn1 familyada bulunan
portakal meyvasinda [66] pH 5.0, optimum sicaklik 40 °C ve mandalina meyvasinda
ise [68] pH 5.5, optimum sicaklik 40 °C oldugu bildirilmektedir. Calismamizda
bulunan optimum pH ve optimum sicaklik degerlerinin, literatiirde yapilan diger bitki
B-Glukozidaz enzimlerinin optimum pH ve sicaklik degerlerine yakin oldugu

goriilmektedir.

B-Glukozidaz enziminin yapay substratlarindan p-NPGlu, o-NPGlu, p-NPGal
ve 0-NPGQGal substratlarina kars ilgisinin ifadesi olan Ky ve V¢ degerleri bulunarak,
substrat karekteristikligi tesbit edilmistir. Kinetik parametrelerin tesbit edilmesi

asamasinda saflastirilmis enzimle p-NPGlu substrati i¢cin Ky degeri 2.48 mM ve Vi
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degeri 58.14 EU olarak bulunmus ve katalitik etkinligin 6l¢iisii olan Vi,,/Ky orani
23.44 olarak hesaplanmistir. Saflastirilmis kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin
0-NPGlu substrati i¢in Ky degeri 37.17 mM ve V¢ degeri 8.65 EU olarak bulunmus
ve Vmax/Kym degeri 0.23 olarak hesaplanmistir.  Yapmis oldugumuz c¢alismada p-
NPGal substratinin Ky degeri 6.57 mM ve V. degeri 0.72 olarak belirlenmis ve
Vma/Kum orant 0.11 olarak hesaplanmigtir.  Yine o-NPGal substrati ile yapilan
calismada Ky degeri 2.68 mM ve V. degeri 0.12 EU olarak tesbit edilmis ve
Vimax/Ky  oraninin  0.05 oldugu tesbit edilmistir. Yaptigimiz c¢alismada kayisi
cekirdeginden saflastirilan B-Glukozidaz enziminin p-NPGlu substratina karsi

ilgisinin diger subsratlara gore fazla oldugu tesbit edilmistir.

Hsieh ve Graham tarafindan yapilan bir ¢aligmada soyadan saflastirilan -
Glukozidaz enziminin p-NPGlu substratina ilgisinin en yiiksek oldugu belirtilmistir
[45, 46]. Vanilya bitkisi ile yapila ¢alismada ise ilgili enzimin p-NPGlu substratina
ilgisinin yiiksek oldugu agiklanmaktadir [48]. Farkli bir ¢alismada ise zeytin -
Glukozidaz enziminin p-NPGlu substratlarina karst Ky ve Viyax degerleri sirasi ile
2.22 mM ve 370.37 EU olarak tesbit edilmis, Viy.x/Ky orant 166,83 olarak
hesaplanmistir. Ayni calismada o-NPGlu substratinin Ky ve V. degerleri sirast ile
14.11 mM ve 48,54 EU olarak belirlenmis, Vy,.x/Ky orant 3.44 olarak hesaplanmistir
[67]. Mandalina B-Glukozidaz enziminin o-NPGlu substrati i¢in Ky degeri 3.04 mM
ve Vmax degeri 116,27 EU olarak bulunmus ve Vna/Kn degeri 38.24 hesaplanmustir.
Ayni ¢calismada p-NPG substrati i¢in Ky degeri 0.246 mM ve V.« degeri 294.11 EU
olarak bulunmus ve katalitik etkinligin 6l¢ilisii olan V. /Ky degeri 1114.07 olarak
tesbit edilmigtir [68]. Erik ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin p-NPGlu substratina
kars1 Ky degeri 3.09 Mm, Vi, degeri 219.6 EU ve Vp./Kym oramt 71.06 olarak
bulunmustur [84]. B-Glukozidaz enziminin substrat spesifikligi ¢aligmalarinda Ky ve
Vmax degerlerinin hesaplanmasindan ziyade karsilastirmali enzim aktivitelerinin
onemli oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde ¢aydan [64] ve portakaldan [66]
saflastirilmis B-Glukozidaz enziminin p-NPGlu substratina ilgisinin yiiksek oldugu
yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir. Yaygin olarak bitkilerde B-Glukozidaz enziminin
p-NPGlu subsratina olan ilgisinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ancak bu
sonuclardan farkli olarak kiraz meyvasindan saflastirilan f-Glukozidaz enziminin o-
NPGlu substratina ilgisinin daha yliksek oldugu belirtilmistir [63]. Farkli

kaynaklardan elde edilen B-Glukozidaz enzimlerinin substratlara ilgilerinin farkl
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olmasmin nedeni, aktif merkeze yakin olan aminoasitlerin farkliligindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Calismalarimizda B-Glukozidaz enzimlerinin genel inhibitorlerinden, 6-
Glukonolaktonun kayis1 c¢ekirdegi B-Glukozidaz enzim aktivitesini % 50 oraninda
azaltan konsantrasyonu olan, ICsy degeri 0.83 mM olarak tesbit edilmistir. Odoux ve
digerlerinin [48] vanilya bitkisiyle yapmis oldugu ¢alismada B-Glukozidaz enzimi, d-
Glukonolaktonun 40°C, pH 7°de, p-NPGlu substrati varliginda kompetitif (yarismalr)
tipte inhibe ettigi bildirilmistir. Cameron ve digerlerinin [66] portakaldan saflastirilan
B-Glukozidaz enzimi iizerine yaptigi ¢alismada 10mM 9d-Glukonolaktonun p-NPGlu
substrat1 varligindaki relatif aktivitesinin % 9.3 oldugu, ImM &-Glukonolaktonun
ayni sartlada relatif aktivitesinin % 29.4 oldugu belirtilmistir. Kara ve digerleri [67]
tarafindan  zeytin B-Glukozidaz enzimi {lizerine yapilan c¢aligmada, 6-
Glukonolaktonun p-NPGlu substratt varligindaki zeytin B-Glukozidaz enzim
aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosterdigini ve ICsy degerinin 0.23 mM oldugu
bildirilmistir. Acar ve digerlerinin [68] yapmis oldugu c¢alismada B-Glukozidaz
enzimlerinin genel inhibitorlerinden 6-Glukonolaktonun, p-NPGlu substrati
varligindaki s6z konusu enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosterdigi ICsg
degerinin 0.088 mM oldugu bildirilmistir. Romero ve digerlerinin [70] yapmis
oldugu calismada o-Glukonolaktonun s6z konusu enzim iizerine etkisi farkli bir
metotla incelenmistir. Arastirmacilar, saflastirilmis enzimi 15 mM 6-Glukonolakton
ile 4 °C’de 1 saat inkiibe ettikten sonra p-NPGlu substrati varligindaki relatif
aktivitesinin % 100 oldugunu, 24 saatlik inkiibe isleminin ardindan yine relatif
aktivitesinin % 100 oldugunu aciklamiglardir. Yapilan bu calismada, o-
Glukonolaktonun enzim aktivitesi tlizerine etkisi, relativ aktivite olarak tesbit

edilmistir.

B-Glukozidaz enziminin genel inhibitorlerinden olan glukozun, kayisi
cekirdeginden saflastirilan B-Glukozidaz enzim aktivitesi lizerine p-NPGlu substrati
varliginda etkisi arastirildiginda, enzimi yeterince inhibe etmedigi goriilmiis ve ICsg
degeri hesaplanmamistir. Odoux ve digerleri [48] tarafindan vanilya B-Glukozidaz
enzim aktivitesi lizerine yaptiklari ¢galismada, -Glukozidaz enziminin 2 M glukoz ile
inhibe olmadig1 bildirilmektedir. Kara ve digerleri [67] tarafindan zeytinden izole

edilen enzim ile yapilan ¢aligmada, glukozun p-NPGlu substrati varligindaki zeytin
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B-Glukozidaz enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosterdigi ve ICsy degerinin
105.5 mM oldugu hesaplanmistir. Acar ve digerlerinin [68] mandalina meyvasindan
saflagtirilan B-Glukozidaz enzim aktivitesi iizerine p-NPGlu substrati varligindaki
etkisini arastirilmig, ICsy degerinin 8.61 mM oldugunu belirtmislerdir. Chen ve
digerleri [84] tarafindan yapilan c¢alismada, erik cekirdegi B-Glukozidaz enzim
aktivitesi lizerine glukozun, p-NPGlu substrati varliginda yarismali tipte inhibisyon

etkisi gosterdigi bildirilmistir.

B-Glukozidazlarin genel inhibitorleri olarak bilinen glukoz ve 6-
Glukonolakton maddelerinin kayis1 ¢ekirdeginden saflagtirilan, toplam B-Glukozidaz
enzim aktivitesi iizerine etkileri arastirildiginda, her iki inhibitoriin de enzimi inhibe
ettigi, fakat glukozun enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkisinin 8-glukonolaktona
gore diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Calisma sonuglarimizla uygunluk
gosteren zeytin [67] ve erik c¢ekirdegi [84] arastirmalarinda 3-Glukonolaktonun

glukoza gore daha giiglii inhibitor oldugu aciklanmustir.

Sonu¢ olarak yapilan c¢aligmalarda asagidaki bulgular ve bilgiler elde

edilmistir:

Kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz enzimi, Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin

kimyasal 6zellige sahip hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli ile saflagtirilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi ile p-Glukozidaz enzimi kismi olarak
saflagtirnmis ve ardindan hidrofobik etkilesim kromatografi yontemi uygulanarak

s0z konusu enzim % 14.9 verimle 11.1 kat saflagtirilmistir.

SDS-PAGE teknigi ile saflagtirilan enzimin safligi kontrol edilmistir. S6z
konusu enzimin yaklasik olarak 60 kDa molekiil agirliginda tek bant oldugu

gozlenmistir.

Saflastirilan kayisi ¢ekirdegi B-Glukozidaz enzimi i¢in optimum pH 5.0 ve

optimum sicaklik degeri 55 °C olarak bulunmustur.

Kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz enziminin en yiliksek sapesifiteyi p-NPGlu

substratina kars1 gorterdigi belirlenmistir.
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Glukoz ve 6-Glukonolaktonun saflastirilmis enzim aktivitesi iizerine etkileri
aragtirtlmistir. Gukozun inhibisyon etkisinin J-glukonolaktona gore daha diisiik

seviyede oldugu tesbit edilmistir.

4.2  Oneriler

Diger prunus tiirleri B-Glulozidaz enzimini saflastirmada ve incelemede
uygun numune olabilir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi
ile saflagtirilan kayis1 ¢ekirdegi B-Glukozidaz enzimini, NATIVE-PAGE teknigi ile

molekiil agirlig belirlenebilir.

Kayis1 c¢ekirdeginden saflastirilan B-Glukozidaz enziminin farkli yapay

substratlara olan ilgisi arastirilabilir.

Agir metallerin ( Fe, Ag, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, Cr, Mn ve Mg ), kayisi
cekirdeginden saflastiritlan  B-Glukozidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri

arstirilabilir.

Tarmminda yaygin olarak kullanilan deltamethrin, diazinon ve glyphosat
pestisitlerinin  saflagtirllmis  B-Glukozidaz enzim aktivitesi Tlizerine etkileri

incelenebilir.

Saflagtirilan B-Glukozidaz enzimin % 100 verimle siiperparamanyetik Fe304
nanopartikiillere immobilize edilmesi ve FT-IR analizi ile enzimin nanopartikiile

nasil baglandig arastirilabilir.
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