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OZET

B-GLUKOZIDAZ ENZIMININ HIDROFOBIiK ETKILESIM
KROMATOGRAFISI iLE Olea europea MEYVESINDEN
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU iLE BAZI PESTISIT ve
AGIR METALLERE KARSI AFINIiTESINIiN ARASTIRILMASI

Hatibe KARA

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali

(Doktora Tezi /Tez Damismam: Doc. Dr. Selma SINAN )
Balikesir, 2010

Bu calismada, onemli fonksiyonlarda gorev alan B-glukosidaz enzimi, zeytin
meyvesinden yeni bir yontemle saflagtirilmigtir. Saflagtirma isleminde Once
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan hidrofobik etkilesim kromatografisi metodlar1
kullanilmistir. Caligmamizda zeytin B-glukosidaz enzimi %54.9 verimle 154.8 kat
saflastirilmigtir.  Saflastirilan zeytin beta-glukosidaz enziminin SDS poliakrilamid
jel elektroforezinde yaklasik 65kDa molekiil agirhiginda tek bant seklinde
goriintiilenmigtir. Zeytin beta-glukosidaz enziminin substrat spesifikligi pNPG,
oNPG, pNPGal ve oNPGal substratlar1 kullanilarak belirlenmistir. S6z konusu
enzimin Ky degeri 2.22 mM, ve Vuax degeri 370.37 EU olmak iizere pNPG
subtratina digerlerine gore ilgisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Beta-glukosidaz enzimlerinin genel inhibitorlerinden glukoz ve 6-
glukonolaktonun, saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerindeki etkileri
incelenmistir. Her iki bilesigin enzim aktivitesi iizerinde kompetitif inhibisyon
etkisi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica zeytin tariminda yaygin kullanilan diazinon,
deltamethrin ve glyphosat pestisitlerinin saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi
tizerindeki etkileri arastirdmustir. Bu pestisitlerden Glyphosatin enzim aktivitesini
arttirdig1 ve diazinon ile deltamethrinin de enzimi kompetitif olarak inhibe ettigi
tespit edilmistir. Dogada sik karsilagilan agir metallerden Ag, Fe, Ni, Cd, Cu ve
Pb’nun saflagtirilmis zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine in vitro etkileri
arastirilmistir. Bu agir metallerden Fe’in enzim aktivitesi iizerinde aktivasyon etkisi
gosterdigi belirlenmistir. Ancak Cu, Ag, Ni, Cd ve Pb agir metallerinin ise enzim
aktivitesi tlizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
calismamizda inhibisyon etkisi gosteren agir metallerin inhibisyon etki
mekanizmalar1 da belirlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: B-glukosidaz, hidrofobik etkilesim kromatografisi,
para-nitrofenil B-D-glikopiranosid (pNPG), pestisit.



ABSTRACT

THE PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF B-GLUCOSIDASE
ENZYME FROM Olea europea WITH HYDROPHOBIC INTERACTION
CHROMATOGRAPHY AND THE INVESTIGATION ON AFFINITIES OF
SOME PESTICIDES AND HEAVY METALS TO THE ENZYME

HATIBE KARA
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(PhD. Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Selma SINAN)
Balikesir, Turkey, 2010

In this study, B-glucosidase enzyme which play important roles was purified
from olive fruit by means a new method. In purification process firstly the
ammonium sulfate precipitation, secondly hydrophobic interactions chromatography
method were used. In our study, olive B-glucosidase enzyme was purified 154.8 fold
with 54.9% yields. The purified olive beta-glucosidase enzyme, was observed as a
single band as approximately 65kDa molecular weight with SDS polyacrylamide gel
elektrophoresis. The specificity of olive beta-glucosidase enzyme was determined
used pNPG, oNPG, pNPGal and oNPGal substrates. It was determined that the
enzyme had more affinity to pNPG substrate with Km value of 2.22mM and Vmax
value of 370 EU.

The effects of general inhibitors of B-glucosidase enzme which are glucose
and o-glukolakton, were investigated on olive B -glucosidase enzyme. It was
determined that both compound have competitive inhibition effect on purified
enzyme activity. In addition, the effects of diazinon, deltamethrin and glyphosate
pesticides which are commonly used in olive agriculture were investigated on olive
beta-glucosidase. It was determined that from this pesticides glyphosate increased
enzyme activity and diazinon and deltametrin inhibited the activity by means of
competitive inhibition. The effects of Ag, Fe, Ni, Cd, Cu and Pb which are
commonly seen heavy metals in the nature on purified beta-glucosidase enzyme was
investigated in vitro. It was determined that from this heavy metals Fe has affected
as activation on ezyme activity. However, it was determined that the other heavy
metals Ag, Ni, Cd, Cu and Pb have inhbition effects on enzyme activity.

KEY WORDS: B-glucosidase, hydrophobic interactions chromatography, para-
nitrophenyl B-D-glucopyranoside (pNPG), pesticide.
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gosteren Ag ve Pb agir metallerinin ICsy degerlerinin
bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar: ve bunlara
karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ile
elde edilen sonuglar

Zeytin beta glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
gosteren Cd ve Fe agwr metallerinin ICsy degerlerinin
bulunmasinda kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara
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elde edilen sonuglar
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1. GIRIS

Biyosferdeki Onemli organik molekiillerden birisi karbohidratlardir.
Karbohidratlar, basit sekerler (glukoz, riboz, galaktoz gibi), oligosakkaritler (sukroz,
sellobioz, laktoz gibi), polisakkaritler (seluloz, nisasta, glikojen) ve bir aglikon ile
baglanmis O-, N-, S-glikozit tiirevlerinden olusmaktadir. Bu molekiiller tiim canli
organizmalarda yapi, metabolizma, savunma gibi pek c¢ok ©nemli islevde yer
almaktadir. Bu fonksiyonlarin gerceklesmesi sirasinda karbohidratlarin sentezi ve
yikimi s6z konusudur [1]. Karbohidratlarin sentez ve yikim reaksiyonlarinda ise
pek cok enzim gorev yapar. Bu enzimlerden birisi de [-glukosidazlardir. f-
glukosidaz enzimlerinin, karbohidratlardaki B1— 4 glikozit baglarini hidroliz ederek
bircok biyolojik islevde anahtar rol oynadiklari tespit edilmistir [2]. Ornegin bazi
bitkilerde, enfeksiyon aninda konak¢i glikosidaz enzimler, glikozitleri toksik
aglikonlara doniistiirerek patojenlerin yayilmasmi onleyebilir. Bu sekilde konukgu
glikosidazlar1 hastaliga dayaniklilikta onemli bir igsleve sahip olmus olur [3]. Ayrica
bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili birka¢ yiiz B-glukozidik iiriin teshis
edilmistir. Ancak bu iirlinlerin ortaya c¢ikmalar1 i¢in B-glukozidaz enzimlerinin
hidrolizlemesine ihtiya¢ vardir. Bu enzimlerin aydinlatilmasi, meyve suyu ve sarap
iiretiminde degerlendirilebilir. ~ Uretim sirasinda veya sonrasinda eklendiginde
Uriinlerin tad, lezzet, aroma ve diger kalite faktorlerinde artis gozlenir [4]. Bu
sebeple ozellikle tarim ve ormancilik alanlarinda ve biyoteknolojik caligmalarda B-
glukosidaz enzimleri bilimsel arastirmalarin hedefi olmaktadir [2]. Literatiirde bitki

B-glukosidaz enzimleriyle ilgili pek ¢cok ¢aligmaya rastlanmaktadir.

Bu calismada, besin ve ekonomik degeri yiiksek bir bitki olan zeytinde [-
glukosidaz enzimlerinin varlig1 ve ozellikleri ¢calisilmistir. Zeytin (Olea europaea),
zeytingiller (Oleaceae) familyasindan olup meyvesi yenen ve yagi cikarilan,
Akdeniz ve Marmara iklimine 6zgii bir aga¢ tiiriidiir. Ulkemizde tarimi yapilan
onemli iiriinler arasinda yer alir. Oyle ki Tiirkiye, diinya geneline bakildiginda da

zeytin liretimi acgisindan dordiincii sirada yer almaktadir [5] . Zeytin, besleyici
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degeri ¢cok yiiksek olmakla birlikte saglikli beslenme acisindan da onemli bir yere

sahiptir. Zeytinyag1 Ozellikle kalp hastaligi riskini azaltici, iyt huylu kolestrolii

(HDL) yiikseltici, kotii huylu kolesterolii (LDL) diisiiriicii ve baz1 kanser tiirlerine

kars1 koruyucu etkisinden dolayi, uluslararast tip bilim otoritelerince islevselligi

yiiksek bir gida olarak kabul edilmektedir [6].

Sekil 1.1 Zeytin meyvesi

Bu calismada zeytin meyvesinden toplam [-Glukozidaz enzimlerinin

biyokimyasal yOntemlerle saflastirilmasi ve kinetik Ozelliklerinin belirlenmesi

amacglanmistir. Bunun i¢in asagidaki caligmalar yapilmistir.

Zeytin meyvesinden aseton tozu hazirlanmasi ve bunun iizerinden ham

ekstraktin hazirlanmasi.

Ham ekstrakta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak kismi
saflagtirmanin yapilmasi.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile zeytin meyvesi B-Glukozidaz
enziminin saflastirilmasi.

SDS-PAGE elektroforezi ile safliginin kontrolii.

Enzimin farkli substratlara (pNPG, oNPG, pNPGal, oNPGal) kars1
kinetik 6zelliklerinin (Ky ve Vmax ) arastirilmasi.

Enzimin literatiirde gecen inhibitdr maddelere karsi aktivitesinin

incelenmesi.
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e Zeytincilikte sik kullanilan pestisitlerin enzim aktivitesi iizerine
etkisinin arastirilmast ve inhibe eden maddelerin inhibisyon
mekanizmasinin belirlenmesi.

¢ Bazi agir metallerin enzim aktivitesi iizerine etkilerinin incelenmesi.

1.1. Beta-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasi

1.1.1. Adlandirilmasi

Beta glukozidazlar, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan olusturulan alti smiflandirma biriminden Hidrolazlarin
bulundugu 3. smifta yer alirlar (EC.3). Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler EC.3.2.
alt sinifinda yer alan glikozid hidrolazlardandir [7]. Glikozid hidrolazlar Henrissat
tarafindan 95 enzim ailesi olarak smiflandirilmistir [8,9]. Bu enzim grubunda yer
alanlardan O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler de EC.3.2.1. alt alt sinifinda
bulunmaktadirlar [10-12].

EC.3. Hidrolazlar
EC.3.2. Glikozid Hidrolazlar (Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler)
EC.3.2.1. O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler [8,9]
EC.3.2.1.21 pB-glukosidazlar (1,4- B-glukosidaz) [13]
EC.3.2.2. N-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler
EC.3.2.3. S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler([8,9]

Sistematik ad1  B-D-glukozid glukohidrolaz, EC.3.2.1.21 olan -
Glukozidazlar, iki glikon rezidiisii arasindaki ya da glikoz ve bir aril veya alkil olan
aglikon rezidiileri arasindaki B-glikozidik bagi hidroliz eden enzimlerdir [14].
Okaryot, Arkea ve bakterilerde bulunan Glikozid Hidrolaz (GH) Ailel enzimleri G-
O-X ya da G-S-X tipindeki substratlar1 hidroliz etmektedirler. Burada G B-bagh
glukozil, galaktozil, mannozil, fukozil, 6-fosfoglukozil yada 6-fosfogalaktozil

rezidiisiinii, X ise diger glikozil rezidiisiinii yada aglikonu temsil eder [15].
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1.1.2. Beta-Glukozidaz Enziminin Ozellikleri ve Yapisi

Literatiirde incelenen Ailel B-Glukosidaz enzimlerinin monomerleri SDS-
PAGE’de 55-65 kDa araliginda tespit edilmistir. Belirlenen bu monomerlerin
polipeptid uzunluklar1 447 aminoasitten (Bacillus polymixia’da oldugu gibi) 527
aminoasite (Beyaz hardal mirosinazi) kadar degisebilmektedir. Eubakteria ve
arkebakterilerdeki enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha kisa olmasi beklenirken
Okaryotlardaki enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha uzun olmasi beklenir.
Dikotil bitkilerden ve hayvanlardan saflastirilan tiim B-Glukosidazlarda hesaplanan
monomerlerin molekiil biiyiikliikklerinin, ¢cDNA ya da genomik DNA’dan
hesaplanan molekiil biiyiikliiklerine gore 3-5 kDa daha uzun oldugu tespit
edilmistir[2].

Sekil 1.2 Piring beta-glukosidazi

Aile 1 B-glukosidaz monomerlerinin her birinin temel yapisinda yiiksek
korunumlu peptid motifleri bulunmaktadir. Bunlar SAYQI, YRFSI, TFNEP,
LGLNYY, YITENG ve DNFEW’dir. Bunlardan TENEP ve YITENG enzimin aktif
bdlgesinin bir parcasini olustururlar ve iki katalitik glutamat icerirler [16-19]. Sekil
1.3’de aktif merkezdeki motifler goriilmektedir.
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Sekil 1.3 Misir B-glukosidaz Glul izoenzimi monomerinin 3D yapist

Proteinlerin yapisinda bulunan B dizilimleri bir fic1 olusturacak sekilde
diizenlenerek, bir seri B-a-f halkast (B-a-f loop), 6zellikle kararli ve yaygm bir
motif olan o/f figist olarak isimlendirilen bir yapi olustururlar. Bu yapida her
paralel B kisim, komsusu olan B kisma o helikal bir parca ile baglanir. o/f fic1
motifi bircok enzimde bulunur ve cogunlukla fici motifinin bir ucunda, cebe
benzeyen, kofaktor ya da substratin baglandig1 bolge yer alir [20]. 4 farkli bitkiden
elde edilmis 10 Glikozid Hidrolaz Aile 1 enziminin 3 boyutlu (3D) yapisi
aydinlatildiginda bu 10 enzimin aktif bolgesinde ayni (B/a)s-figist oldugu
gosterilmistir (Sekil 1.3). Bu calismalarda s6z konusu enzimlerin dizi benzerliginin

%17-70 oldugu belirlenmistir [21-24].

B-glukosidazlarla yapilan ¢alismalarda enzimin pH 4-10 ve sicaklik 0-4°C
oldugu degerlerde stabil oldugu tespit edilmistir. En yiiksek stabilitenin ise ~pH 7

civarinda oldugu bulunmustur [2].

Sicaklikla ilgili yapilan stabilite caligmalarinda da B-glukosidazlarin 55-

60°C’nin iizerinde geri doniisiimsiiz olarak inaktive olduklar1 bulunmus ve bazi
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calismalar neticesinde de 50-55°C’lerde en yiiksek aktiviteye sahip olduklari

gosterilmistir [2].

1.1.3 Enzimin izoenzimleri

B- glukosidazlarin, farkli canlilarda izoenzimlerinin oldugu belirtilmektedir.
Misirda Glul ve Glu2 olmak iizere iki izoenzimi mevcuttur. Misir izoenzimleri
klonlanlanarak substrat spesifikligi ve fizyolojik fonksiyonlar: belirlenmistir [25].
Glul izoenziminin karakterstik 6zellikleri de Esen tarafindan ortaya koyulmustur
[26]. S6z konusu enzimin monomerinin 60kDa biiyiikliigiinde, optimum pH
degerinin 5.8 ve optimum sicaklik degerinin de 50°C oldugu belirtilmistir. Sz
konusu enzimin substrat spesifikligi Babcock ve Esen’in ¢alismalarinda verilmistir

[27].

Hosel ve ark. siiplirge darisi tohumlarindan Dhurrinazl (Dhrl) ve
Dhurrinaz2 (Dhr2) olarak iki farkli dhurrinaz izole etmislerdir [28]. Yapilan
calismalarda Dhrl ile Dhr2’nin aminoasit benzerliginin %75 oldugu bulunmustur.
Bu iki izoenzimin substrat spesifikliginin de birbirinden farkl oldugu belirtilmistir.
Dhrl yiiksek katalitik etkinlikte sadece notral substratlar1 hidroliz ederken Dhr2’nin
PNPG, oNPG ve 4MUG gibi yapay substartlar1 da dhurrin gibi hidroliz ettigi
bildirilmistir [29].

1.1.4 Enzimin Katalizleme Mekanizmasi

Bir cok organik tepkime, proton verenler (genel asitler) ve proton alanlar
(genel bazlar) tarafindan olusturulur. Bazi enzimlerin aktif merkezleri proton alan
ve proton veren olarak katalitik siireclere katilan aminoasit islevsel gruplar: icerir.
Bu gruplardan birisi E (Glu) glutamik asit kalintisidir [20]. B-glukosidazlarin aktif
merkezinde de E191 ve E406 konumunda islevsel iki glutamik asit kalintisimin
oldugu bildirilmektedir [21].
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Tiim Aile 1 B-glukosidazlar etki ettikleri maddenin glikozid bagini hidroliz
ederken glikonun anomerik konfigiirasyonunu korurlar. Yani iiriin olarak aciga
cikan B-D-glukoz ile substrattaki f-D-glukozid aynidir. Enzim tarafindan substratin
hidrolizi iki basamakta gerceklesir:1) enzim glikolizasyonu (glikozlanmasi) 2)
deglikozilasyon (glikoz kopmasi). Ayrica iki glutamik asit rezidiisiiniin aktif
bolgeye katilimiyla hidroliz gerceklesir [30]. Katalitik glutamat rezidiileri E191 ve
E406 Sekil 1.3.A’da goriilmektedir

B

Sekil 1.4 Misir beta-glukosidaz izoenzim ZMGlul’in katlanma yapis1 ve ligand
molekiilleri[1] (A) Misir beta-glukosidaz izoenzim ZMGlul’in katalitik glutamik
asit rezidiileri Glu191 ve Glu406. (B) Notral substrat olan DIMBOAGIc

Glikozilasyon basamaginda YI/VTENG motifindeki niikleofilik glutamat
rezidiisii substratin anomerik karbonuna (C-1) atak yapar. Aglikon bir glutamik asit
kalmtisi ile kararl tutulurken, Sekil 1.4’de goriildiigii gibi ayn1 anda T(F/L/M)NEP
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motifindeki asit katalizleyici glutamik asit rezidiisii de glikozidik oksijenin
protonlanmasin1 saglar ve kovalent bag yapimima katilarak gecis formunu
olustururlar. Bu esnada glikozil-enzim araiiriinii olusur ve aglikon serbest kalir

[12,31].

Deglikozilasyon basamaginda, aktif merkezdeki anyon ve baz katalizleyici
durumunda olan ikinci katalitik glutamat rezidiisi HoO’dan bir proton koparir.
Boylece H,O’nun niikleofilik giiciinii arttirir.  Bunun sonucunda olusan OH" glikon
ve enzim arasmdaki kovalent baga niikleofilik atak yaparak glikonu uzaklastirir ve

niikleofilik glutamat eski haline geri doner [32].
Iki katalitik glutamik asit rezidiisii (ki bunlar niikleofilik ve asit/baz

katalizleyici olan glutamik asitler) Sekil 1.3.A’da goriildiigii gibi aktif bolgede yer
aldiklar1 ve yaklasik 5.5 A (0.55nm) uzaklikta olduklar1 belirlenmistir [2].
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1.1.5 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar

B-glukosidaz substratlarinda bulunan sabit monosakkarite bagli kimyasal
gruplarin cesitliligi B-glukosidazlarin substrat ¢esitliliginin esasin1  olusturur.
Glikoza baglanan grup ya disakkaritlerde ve oligosakkaritlerde oldugu gibi farkli bir
glikon ya da glikokonjugatlarda oldugu gibi bir aglikondur. Bu aglikon kisim
linamarinde oldugu gibi bir alkil grup veya prunasin, durrin ve DIMBOAGIc’da
oldugu gibi bir aril grup olabilir [33-36].

Dhurrin Linamarin
CHz0H CHZ0H
T e E|3H3
i 0— H
H (|3 OH ! —T?—CH3
OH H
e OH H
H HO H M
H OH lr o
Amygdalin Lotaustralin
CHa0H CHZ0H CH3
H e H |
H —0—CH2 H O—T
OH H 0.
H OH H
H o OH OH H
CM
" " H  OH
H  OH
Prunasin Taxiphyllin
CHz0H CHz0H
¢ O ¢TI e
OH  H OH H
HO H GN HO H CH
H OH H OH

Sekil 1.6 B-glukosidazlarin dogal substratlarindan bazilar1

Enzimin dogal substratlar1 diginda yapay substratlar1 da mevcuttur. Misir -
glukosidaz izoenzimi Glul’in, aglikon parcasi olarak p- ve o-NP, 4-metilumbelliferil,
6-bromo-2-naftil, indoksil, 5-bromo-4-kloro-3-indolil ve sitokinin i¢ceren bilesikleri

hidroliz ettigi goriilmiistiir [37,38]. Literatiire bakildiginda B-glukosidaz
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enzimleriyle ilgili ¢aligmalarda en yaygim olarak pNPG substratinin kullanildig:

goriilmektedir.
HO
o O
OH \©\
OH o NG,
pNPG oNPG
HC
— LN
0 HO.. :[,
© HO ,,:,G =
CiH
OH
4-MUG oNPGal

Sekil 1.7 Enzimin yapay substratlarindan bazilari

1.2 Enzimin Saflastirilmasi

B-glukosidaz enzimlerinin bakteri, mantar, bitki ve hayvan dokularinda
bulunduklar: belirtilmektedir [39]. Canlhlar arasinda olduk¢a genis dagilim
gosteren B-glikosidaz enzimlerinin pek ¢ok canlidan saflagtirilmis oldugu
goriilmektedir.  Farkli arastiricilar tarafindan B-glukosidaz enziminin musir [26],
piring [40], tiztim [41], kiraz [42], ¢ay [43], siiplirge daris1 [44], soya [45], portakal
[46], vanilya [47] bitkilerinden saflastirildigi ve Ozelliklerinin incelendigi
belirlenmstir. Yapilan calismalarda saflastirma islemlerinde genelde amonyum siilfat
tuz coktiirmesiyle baslandigi ve pesisira degisik kromotografi yontemlerinin
kullanilarak cok basamakli saflastirma islemi yapildigr belirtilmektedir. Cay

yapragindan [44], vanilyadan [48] ve kirazdan [42] yapilan enzim saflagtirmasi

28



caligmalarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda iyon degisim kromatografisi ve
sonra farkl jel filtrasyon kromatografilerinin uygulandig1 goriilmektedir. Soyadan
yapilan c¢alismada ise tuz ¢oktiirmesi ardindan iki farkli iyon degisim
kromotografisinin uygulanmis oldugu bildirilmektedir. Portakal meyvesinden
yapilan saflagtirma calismasmnda da ©Once iki ayr1 iyon degisim kromotografisi
ardindan ii¢ farkl jel filtrasyon kromotografisinden olusan bes asamali saflagtirma
islemi yapildigr goriilmektedir. Misir B-glukosidazlarinin saflagtirilmasinda ve
zeytin meyvesinde yapilan caligmada amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi ve hidrofobik
etkilesim  kromotografisi  yOntemlerinin uygulanarak saflastirma  yapildigi

goriilmektedir [48, 49].

Mantarlardan B-glikosidaz enzimi saflagtirilmasi caligmalarinda da benzer
yontemlerin kullanildig1 belirlenmistir. ~ Melanocarpus sp.’den yapilan enzim
saflagtirmasinda amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi uygulanmis ve ardindan iyon
degisim kromotografisi yapilmistir [50]. Riou ve ark.’min yapmis oldugu f-
glikosidaz enziminin Aspergillus oryzae mantarindan saflastirilmas: calismasinda
[51] ve Thermoascus auranticus mantarindan yapilan saflastirma caligmalarinda [52]

iyon degisim ve jel filtrasyon kromotografilerinin kullanildig: bildirilmektedir.

Memelilerden izole edilen B-glikosidaz enzimlerinin sitozolik ve lizozomal
olarak iki farkli karakterde oldugu bulunmustur [53]. Sitozolik B-glikosidazlarin
esas fitibariyla karacigerde yer aldigi ve detoksifikasyonda gorevli oldugu

bildirilmektedir [54].

1.3 p-glukosidaz Enziminin Onemi

B-glukosidazlar tiim canli organizmalarda bir¢ok biyolojik islevde rol
oynamaktadirlar. Bu sebeple B-glukosidaz enzimleri protein miithendisliginde, tarim
ve ormancilik alanlarinda ve biyoteknolojik ¢aligmalarda oldukca sik ¢aligilmaktadir.
B-glukozidazlar (6zellikle Familya 1 enzimleri) bitkilerde biyolojik bazi siireclere
katilirlar. Bu siiregleri soyle siralayabiliriz:

- Herbivor, insektalar ve bitki zararlilarina karsi savunma,
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- Besin kalitesinin artisi,

- Yenilenebilir yakit tiretimi,

- Lignin biyosentezi ve kagit kalitesinin artisi,
- Sekonder bitki metabolizmasi,

- Antikanserojen etki [55].

1.3.1 Savunma

Bitkiler, zararlilara kars1 savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bunun
icin biinyelerinde toksik maddeleri biriktirirler ve ihtiya¢ halinde saliverirler. Bu
kimyasal maddeler B-glukozidler ve bazi dikotillerde de B-glukosinolatlardir. -
glukozidik substratlar ve B-glukozidazlar hiicrenin farkli alt yapilarinda ya da doku
boliimlerinde stoklanir [56,57]. Beyaz yoncadaki siyaojenik p-glukozidaz
(linamaraz) enziminin hiicre duvarinda yer almasina ragmen substrati olan
linamarinin kofulda bulundugu belirtilmistir [58]. Patojen veya herbivorlarin bitki
dokularina gelmesiyle hiicrede olusan zarar sonucu substrat ile enzim karsilagir. Bu
esnada substratlarin hidrolizi baslar ve hidroliz sonucu agiga ¢ikan aglikonlar ya da
diger parcalanma iiriinleri toksik etki yaratir. Acgiga cikan iiriinler tiyosiyonatlar,
izotiyosiyonatlar, nitriller, HCN, benzaldehitler gibi maddelerdir [59]. Bu maddeler
herbivorlar1 caydirici, bitki zararlilarmin bitkiye girigini, gelismesini ve dagilmasini
engelleyici etki gosterirler. Boylece B-glukosidaz enzimleri bitkilerin savunma
sisteminde yer almig olurlar [60]. Ornegin fosfat eksikligi [61], insektalara [62] ve
soguga [63] kars1 direncte etkili oldugu diisiiniilen bu enzimlerin etkisini arastirmak
icin yapilan bir ¢alismada Arabidopsis thaliana’nin B-glukozidaz genleri NaCl ile
baskilanmis ve bitkide savunma yetersizligi sonucu bazi streslerin ortaya ¢iktigi

gozlenmistir [64].

Arabidopsis thalina ile yapilan farkli bir ¢aligmada bitkinin oomycete
Peronospora prasitica tarafindan enfeksiyonundan sonra 48 saat icinde B-glukozidaz
geni olan psr3.1 geninin transkripsiyonunun 8 kat arttigi gosterilmektedir [65].
Farkli bir ¢alisgmada da yine Arabidopsis thalina B-glukozidazlarindan birinin

nematodlara kars1 savunmada rol aldigi belirtilmistir [66]. Bugday tohumarmdan
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saflagtirilan B-glukozidaz enzimi ile yapilan bir ¢aligmada enzimin birincil dogal
substratinin siyanojenik glukozid (DIMBOA) oldugu bildirilmis ve sdz konusu
enzimin bugdayda herbivorlara ve patojenlere kars1 savunmada yer aldigi sonucuna
varilmigtir [67]. Ayrica bitkilerde yer alan izoflavonlarin kimyasal savunmada
fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. Soyadan saflastirilan ve B-glukozidaz enzimi
olan ICHG nin izoflavon bilesiklerine kars1 yiiksek substrat 6zgiilliigiiniin olmas1 bu

enzimin savunmada yer aldigini diisiindiirmektedir [45].

B-glukozidaz enzimlerinin farkli ¢evresel streslerde savunma gorevi yaptigi
bilinmesine ragmen bu olaylarin nasil gerceklestigi heniiz tam olarak aydinliga
kavugsmamustir. S0z konusu enzimin arastirilmasiyla, bitki zararlilarina karsi daha
cevreci ve ekonomik savunma mekanizmalarmin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica bocek ilaglarinin topraga verdigi zarari azaltmak icin daha az pestisit

kullanimi yine bu ¢aligmalarm hedefleri arasindadir.

1.3.2 Besin Kalitesinin Artisi

Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili birkag yiiz B-glukozidik iiriin teshis
edilmistir. Bu molekiillerin aglikon parcalarinin besin kalitesi ve iliretimi iizerine
etkili oldugu belirtilmistir. Ancak aglikonlarin ortaya ¢ikmalari icin B-glukozidaz
enzimleri tarafindan B-glukozidik substratlarin hidrolize ugramasi gerekmektedir.
Bu tiir biyokimyasal bilgiler, meyve suyu ve mesrubat iiretiminde kullanilmaktadir
[68]. Uretim sirasinda ve ya sonrasinda p-glukozidaz enzimi eklendiginde iiriinlerin
tad, lezzet, aroma ve diger kalite faktorlerinde artis gdozlenmektedir [4]. Aym1 sekilde
bu bilgilerin, istenilen Ozellikte transgenik bitki olusturulmasinda genetik

miithendisligi acisindan da temel olusturacag diisiiniilmektedir [2].

Lahana, karnabahar, brokoli gibi turpgillerde bulunan mirosinaz-glukosinolat
sistem, besin kalitesi ve tat olusumu siirecinde oldukca 6nemlidir. Glikosinolatlarin
enzimatik hidrolizinden olusan aglikon parcalar1 ve bozulma sonrasi iiriinler, bu
sebzelere ac1 ve kendine has kokularmin verilmesinden sorumludurlar. Bu maddeler

aynt zamanda bu sebzelerle hazirlanmis yiyeceklere de lezzet Kkatarlar.
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Glukosinolatlar ve bunlarin parcalanmasiyla olusan iriinler, bu sebzelerle beslenen

hayvanlarin et, siit ve yumurtalarina da gecerler [69].

Vanilya bitkisinde [47], iizim [41] ve papaya [71] meyvelerinde yapilan
caligmalarda B-glukozidazlarin meyve tatlanmasina etkileri arastirilmistir. 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 iriinlerle ilgili oldugu bildirilmistir
[47]. Muscat liziimiiniin tadindan sorumlu o©nciil maddelerin arastirildigi bir
calismada monoterpenilglikozid miktarinin meyvelerdeki aroma kisminin 6nemli
kismini olusturdugu belirtilmistir [72].  Uziimden saflastirilan B-glukozidaz
enziminin de iiziim monoterpenil glikozidlerinin aglikan kisimlarma kars1 6zgiilligii
tespit edilmistir [41,73]. Cay yapragi ile yapilan calismada da B-glukozidaz

enziminin aromatik tat ile iliskisi oldugu gosterilmistir [74].

1.3.3 Biyokiitle Degisikligi

Polisakkaritler (6zellikle seliiloz) biyosferde bol bulunan bilesiklerdir ve
bunlar geri doniisiimii olan kimyasal maddelerin ve yakitlarin dnemli kaynagidirlar.
Sehir ¢opliiklerinin yaklasik %40°1 gazete ve diger kagit iiriinlerinden olusmaktadir.
Selulozun hidrolizi inorganik asit kullanimini ve yiiksek sicaklik gerektirir. Bu
yontem ekonomik bir yol degildir. Selulotik organizmalarca salgilanan bir selulaz
enzim kompleksi selulozu glikoza hidroliz edebilir. Bu sistem endiistriyel cevreler
acisindan uygun bir model olusturmaktadir. Bahsedilen enzim kompleksi ii¢
enzimden olugmaktadir: bir endoglikonaz, bir ekzoglikonaz ve bir B-glukozidaz.
Endoglukonazlar selillozun i¢ B-1,4-glikozidik baglarini hidrolizle keserek yeni
zincir uglarinin olusmasini saglar. Ekzoglukanazlar da olusan bu yeni seliiloz
zincirlerini u¢lardan keserek ¢oziiniir sellobiyoz birimleri olustururlar. Son olarak -
glukozidazlar ise sellobiyoz birimlerini glukoz birimlerine hidroliz ederler [75].
Giiniimiizde ticari olarak kullanilan seliilozik enzimler Trichoderma ve Aspergillus
mantarlarindan elde edilmektedirler [76]. Boylece endiistride selulozik biyokiitle

yikimi ve selulozun glukoza doniisiimii mikroorganizmalar ya da izole edilmis
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selulaz kompleksi tarafindan saglanmaktadir. Selulaz kompleksinin, selulozik
biyokiitlenin degredasyonunda kullanilmasi B-glukozidazlart miithendislik agisindan
Onemli bir materyal haline getirmektedir. Giiniimiizde enzim katalizorliigiinde
uygulanan yontemler, daha hizli, daha ekonomik, cevre dostu, iiriin verimi olduk¢a
yikksek ve safsizlik olusumu oldukca diisiik oldugundan, kimyasal reaksiyonlara
oranla daha fazla tercih edilmektedir. Enzim katalizli proseslere duyulan bu ilgi,
zamanla diinya genelinde bir enzim pazarini yaratmustir [77]. 2000 yilinda yapilan
bir arastirmaya gore, diinya enzim pazarinn ticari potansiyelinin 1,6 milyar dolar
oldugu rapor edilmistir. Giiniimiizde endiistriyel enzimlerin %60’1 Avrupa, geri

kalan %40’ lik boliimii ise Amerika ve Japonya tarafindan iiretilmektedir [78].

1.3.4 Lignin Biyosentezi

Lignin seliillozdan sonra biyosferde bol bulunan ikinci bilesiktir. Lignin
olusumunda en 6nemli 6nciil madde olan koniferil alkol, B-glukozidaz tarafindan
hidroliz edilen koniferinden tiireyen bir bilesiktir [79]. Bu durumda bazi bitki -
glukozidazlarinin lignin biyosentezinde rol aldiklar1 ortaya ¢ikmaktadir [80]. Kaliteli
kagit iiretimi ve aga¢ yetistirmede [-glukozidaz enzimlerine ait bilgilerin

kullanilmast s6z konusu enzimleri hedef materyal yapmaktadir [56].

1.3.5 Biiyiime ve Gelisme

B-glukozidazlarin  bitkilerde biiyiime ve gelisme olaylarinda bitki
hormonlarinin  akivasyonunu sagladig1 diisiiniilmektedir [81-83]. Eger bu
fonksiyonlara katildiklar1 yapilan ¢aligmalarla kesin bir sekilde ispatlanacak olursa,
s0z konusu enzimlerle ilgili miihendislik alaninda ¢ok biiyiikk gelismelerin olacagi
diigiiniilmektedir. ~ Ornegin bitki bilyiime ve gelisimlerinin diizenlenmesi ve

verimliligin arttirilmasi gibi ¢calismalarin hiz kazanacagi 6ngoriilebilir [56].
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1.3.6 Antikanserojen Etki

Glikosinolatlarin ve bunlarin pargalanmasiyla olusan iiriinlerin insanlarda
antikanserojen etki yaptig1 konusunda iddialar mevcuttur. Tiim mekanizmalarinin
tam olarak agiklanmamasma ragmen kemirgenler iizerinde yapilan ¢alismalarda, ¢ig
ya da pismis turpgillerin (lahana, karnabahar, brokoli gibi) aril hidrokarbon

hidrokzilaz aktivitesini arttirdig1 goriilmiistiir [39]

1.4 Beta- Glukozidaz Enzimi Uzerine in Vitro Etkisi Arastirilan Pestisitler

Pestisitler, sorun yaratan bocekler, hayvanlar, mikroorganizmalar, yabani
otlar ve diger zararhlarin 6lmesini ya da davranislarinin degistirmesini saglayan
biyolojik olarak aktif kimyasallardir [84]. Tarim ilaglar1 olarak bilinen pestisitler, 11
Diinya Savasi’ndan sonra birim alandan daha fazla iiriin alabilmek icin bitki koruma

alaninda kullanilmaya baslanmistir [85].

Pestisitler tarim iirtinii zararlilarmin kontroliinde kullanilan tiim kimyasallar:
kapsamaktadir. Genellikle aktif etkene gore smiflandirilan pestisitler, en genel
anlamda insektisitler-bocek oOldiiriiciiler, akarisitler-akar oldiiriiciiler, fungusitler-
mantar Oldiiriiciiler, herbisitler-ot dldiiriictiler gruplarindan olugmaktadirlar. Tarim
ilaclarmin kullanimi1 agisindan Tirkiye’ye bakildiginda en fazla %47 oran ile
insektisitlerin kullanildigi, bunu %24 ile herbisitlerin izledigi ve %16’lik oranla da

fungusitlerin yer aldig1 gozlenmistir [85].

Bu ¢alismada, zeytin tariminda kullanilan iki farkli insektisit ile bir herbisitin

zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri arastirilmistir.

1.4.1 Deltamethrin (S)-o-cyano-3-phenoxybenzyl (1R,3R)-3-(2,2- dibromovinyl)
= 2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate (Deltamethrin)

Maddenin fiziksel hali renksiz olup kristaldir. Kontak ve mide etkili
insektisittir. Hizli etki gosterir. Arilara ve baliklara zehirlidir. Tiirk Gida Kodeksinde
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yer alan maksimum rezidii limitiltMRL) Bugday, mercimek, misir, meyveler, zeytin,
soya, aycicegi, pamuk tohumu, biber, domates, havug, hiyar icin 0.5 ppm, marul,
tizim i¢cin 0.05, patates, sekerpancart i¢in 0.01 ppm Siit i¢cin 0.02 ppm olarak
bildirilmistir [86].

Zeytinde zeytin karakosnili, zeytin sinegi; bugdayda siine ve kimil; pamukta
cizgili yaprak kurdu i¢in kullanilmaktadir. Ayrica meyvede elma i¢ kurdu, elma ag
kurdu, testereli arilar, yaprak galeri giiveleri, armut yaprak piresi; bagda diirmece,
salkim giivesi; antep fistiginda yaprak psillidi; sebzede beyaz sinek, yesil kurt,
bozkurt, pis kokulu yesil bocek, tohum bdcegi, yaprak bitleri, yaprak pireleri,
thripsler; patateste patates bocegi; mercimek, nohutta hortumlu bdcek, apion,
mantolu bocek, yesil kurt; misirda kogcan kurdu, hububatta siine, hortumlu bécek,
ekin kambur bocegi; zeytinde zeytin sinegi, zeytin giivesi, zeytin kara kosnili;
ayciceginde cayir tirtili; findikta kir tirtili; sekerpancarinda pancar piresi, bozkurt,
kalkan bocegi i¢in de kullanilmaktadir [87].

N
I

0]
v e
B/Br

Br
Sekil.1.8. Deltamethrinin yapis1
1.4.2 Diazinon 0,0-diethyl O-2-isoprpyl-6-methylpyrimidin-4-yl

phosphorothioate (Diazinon)

Maddenin fiziksel hali sar1 renkli sividir. Kontak, mide ve solunum sistemine
etkili insektisit ve akarisittir.

Arilara oldukga zehirli olup, baliklara zehirlidir. Tiirk Gida Kodeksinde yer
alan maksimum Rezidii Limitleri (MRL) : Zeytin 0.5 ppm, erik, kavun, kiraz, seftali
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icin 0.3 ppm armut, elma, domates, hiyar, lahana, marul, iizimde 0.2 ppm,
mercimek, nohut, pamuk tohumu, soya, sekerpancari i¢in 0.1 ppm, biber, bugday,

findik, soganda 0.5 ppm siitte 0.02 ppm olarak bildirilmistir [87].

Meyvede altin kelebek, goz kurdu, yaprak biti, dogu meyve giivesi, armut
kaplani, elma ag kurdu, elma pamuklu biti, kiraz sinegi, sar1 aga¢ kurdu, kiraz
siiligli, tomurcuk tirtillar1, yaprak biikenler; pamukta pamuk yaprak biti ve yaprak
piresi; hububatta ekin giivesi; sebzede baklagil tohum bdcekleri, tel kurdu, yaprak
biti, yaprak piresi, thrips, karpuz telli bocegi, pis kokulu yesil bocek, lahana kokulu
bdcegi, nohut yaprak sinegi, biber gal sinegi, kavun kizil bocegi, kavun sinegi,
lahana yaprak giivesi, lahana kelebegi, lahana sinegi, sogan sinegi, tohum sinegi;
findikta findik filiz giivesi; zeytinde zeytin giivesi ve zeytin pamuklu biti; haghasta
kok kurdu; susamda susam giivesi; bagda unlu bit; siis bitkilerinde yaprak bitleri;

giilde kosnil i¢in kullanilmaktadir [88].

CH,—CH s\ 0—CH,—CH,

e
N ) o) 0O—CH,—CH,

Sekil.1.9. Diazinonun yapisi

1.4.3 N-(fosfonometil)glisin

Genel ad1 Glyphosate, kimyasal ad1 (IUPAC) ise N-(fosfonometil)glisin’dir.
Maddenin fiziksel hali kokusuz beyaz tozdur. Etki sekli yapraklar tarafindan alinan
sistemik etkili secici olmayan herbisittir. Akut oral olarak etkir. Zehirlilik derecesi
cok fazla olmayip arilar ve baliklarda etkilidir. Tirk Gida Kodeksinde yer alan
maksimum rezidii limiti (MRL), sert ¢ekirdekli meyveler, findik, yumusak c¢ekirdekli
meyveler, turuncgillerde 0.1 ppm’dir. Uziimde ise 0.02 ppm’dir [86] Kullanim

yerleri; turuncgiller, bag, findik, meyve bahceleri ve ekili olmayan alanlarda; yabani
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yulaf, yabani havug, kisir brom, kus yemi, miirdiimiik, ballibaba, kanarya otu, tilki
kuyrugu, yer feslegeni, diigiin ¢icegi, turna gagasi, yabani fig, kus otu, yabani hardal,
ebe giimeci, yabani yonca, semiz otu, siitlegen, sirken, bambul otu, domuz pitragi,
zincir pitragl, kirmizi kokli tilki kuyrugu, kirpi dari, darican, horoz ibigi, yesil horoz

ibigi, topalak, kopek disi ayrigy, tarla sarmasigi, 1sirgan otu, pelin otu, kaynastir [89].

Q. OH
\F_/
\N—HZC/ o

H

Sekil.1.10. N-(fosfonometil)glisin (Glyphosate) in yapisi

1.5 Agir Metaller

Agir metal kavran, fiziksel 6zelligi bakimmdan 6zkiitlesi 5 g/cm’ ten daha
yiikksek olan metaller icin kullanilir. Bu grupta kursun, kadmiyum, krom, demir,
kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak iizere 60 tan fazla metal vardir. Bu
elementler dogada genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik
olarak veya silikatlar i¢inde hapis olarak bulunurlar. Her ne kadar metallerin
yogunluk degeri iizerinden hareketle ekolojik sistem iizerindeki etkileri
tanimlanmaya ve gruplandirilmaya calisiliyorsa da gercekte metallerin yogunluk
degerleri onlarin biyolojik etkilerini tanimlamaktan ¢ok uzaktir. Element ve
minerallerin insan sagligi ile olan iligkisini, insan viicudundaki her doku, sivi, hiicre
ve organda dengelerini korudugunu bilmenin insan sagligini korumada temel oldugu

aciktir [90-94].

Bazi metaller yasamun siirdiiriilebilmesi i¢in vazgecilmez iken bazilar1 da ileri
derecede toksiktirler. Ancak vazgecilmez goriinen metallerin de belirli miktarlardan

sonra toksik etkili olduklar1 bilinmektedir. Ornegin bakir sag, deri, kemik gibi bazi
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organlarin temel bilesimi arasinda bulunmaktadir. Bakir eksikligi ¢ocukluktan
itibaren 6nemli saglik sorunlarina yol agmaktadir. Bununla birlikte kursunun diisiik

oranda almmasi bile insanlar icin toksik etki yaratma potansiyeline sahiptir [93].

Cizelge 1.1 Endiistri gruplarindan atilan metal tiirlerinin dagilimi[95]

Endiistri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + + - -
Petrokimya + + - + + - + +
Klor-Alkali iiretimi + + - + + - + +
Giibre Sanayi + + + + + + - +
Demir Celik Sanayi + + + + + + + +
Termik Santraller + + + + + + + +

Bununla birlikte, tarimsal iiriinlerin sulanmasi sirasinda kullanilan sularin
icerdigi agir metal ve toksik elementlerin ¢ok diisilk miktarlar1 bile bitkiler ic¢in

zararli olmaktadir [96].

Yapmis oldugumuz calismada zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine

Fe, Cu, Ni, Ag, Pb ve Cd’un etkisi arastirilmstir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢alismalarda kullanilan, p-NPG, o-NPG, Glukonolakton,
Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin, standart serum albumin,
N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED), trihidroksimetil aminometan (Tris-Base)
Sigma Chemical’den; sodyum hidroksit, amonyum siilfat, glisin, fosforik asit, asetik
asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, f-merkaptoetanol, sodyum
dodesil siilfat, akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, amonyum persiilfat, bromofenol
mavisi, gliserol, Coomassie brillant blue G-250, sodyum bikarbonat, sodyum fosfat,
potasyum fosfat, kalsiyum kloriir, DMSO ve kullanilan agir metaller, Fe(NO3)s,
Cu(I)Cl, Ni NO3, Pb (NOs3),, Ag NO3, CdCl formunda olup Merk’den temin edildi.

Pestisitlerden, deltamethrin Aventis firmasinin, diazinon koruma firmasinin

(imal form), glyphosate Bayer firmasinin kimyasallar1 kullanilmigtir.

2.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu caligmada asagidaki alet ve cihazlar kullanilmgtir.

Sogutmal1 santrifiij Sigma 3K15

Sogutmal1 Ultrasantrifiij Hettich EBA 12R

Multi Santrifiij Thermo IEC

(Falkon santrifiijii)

pH metre Hana pH 211 Microprocessor
UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS
(Plaka okuyuculu)
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Manyetik karistiric Torrey Pines Scientific

Dograyici Felix Rapido

Terazi Sartorius BL 210S

Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette

Homojenizator Miccra XRT

Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

Kromatogafi Kolonu Sigma (1 cm cap ve 15 cm
uzunluk)

Derin Dondurucu (-80 °C) CFC Free

Buzdolab1 (-20 °C) Arcelik

Vorteks Fisons Whirli Mixer

Otoklav Hirayama HV 85

Buz makinesi Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Elektro-mag

Thermo-block Eliwell FALC

Inkiibator Nuare ~ CO,-Water  Jacket
Incubator

Jel Goriintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System
(UVP)

2.1.3. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmalan

o Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1 M (NH4),SO4
iceren, 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8). Bunun i¢in 7,095g (0.05 mol) Na,HPO,4
ve 132,14 g (1 mol) (NH4)>SO4 950 mL distile suda coziilerek, 1N HCI ile pH’s1

6,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamlanda.

o Hidrofobik jele baglanmus p-glukosidaz enziminin eliisyonu icin
kullanilan ¢ozelti: 1M NH4(SO), iceren, S0mM Na,HPO,4 tamponu (pH 6.8) ve 50
mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8) ile gadient mikser kullamilarak tuz gadienti
olusturuldu. Bunun i¢in 7,095g (0.05 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO4),
950 mL distile suda ¢oziilerek, IN HCl ile pH’s1 6.8’e getirildi ve son hacim distile
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su ile 1 L’ye tamamlandi. 7.095 g (0.05 mol) Na,HPO, 950 mL distile suda
coziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 6.8’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye

tamamlandi.

o Amonyum siilfat c¢oktiirmesi sonucunda olusan cokelegin ahndigi
tampon cozelti: 1M NH4(SO,), iceren, S0mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8) ve 50
mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8). 7.095g (0.05 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol)
NH4(SO), 950 mL distile suda coziilerek, 1IN HCI ile pH’s1 6.8’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

o Enzim aktivitesinin olgiildugii ve substrat cozeltisinin hazirlandig:
tampon: 5S0mM pH 5.5 olan sodyum asetat tamponu; 6.804g Na-Ac 900mL distile
suda c¢oziililldii ve glacial asetik asit ile pH 5.5’e ayarlandiktan sonra son hacim

distile su ile 1L’ye tamamland1.

o Substrat ¢ozeltisi: 5 mM p-NPG c¢ozeltisi; 0,0075g pNPG SmL, 50mM pH

5.5 sodyum asetat tamponu i¢inde vortekste karistirilarak ¢coziildii.

o Reaksiyon durdurma tamponu: 0.5 M Na,COs ; 26.498g Na,COs son
hacim 500mL olacak sekilde distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

o PMSF Stok Cozeltisi: 10mL isopropanol icerisinde 174.19¢g
fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) vorteks yardimiyla ¢oziildii.

o Zeytin Ekstraksiyon Tamponu: 100mM borat tamponu pH 9, 5 mM EDTA,
1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 0.25 % (w/v) ditiothreitol (DTT).
Bunun i¢in 6.18¢g borik asit tartilarak 850mL distile suda ¢oziildii ve 1M NaOH ile
pH 9’ a ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Bu borik asit
tamponundan 90mL alinarak icinde 0.25g DTT, 0.1461g EDTA c¢oziildi ve
100mM’lik PMSF stok cozeltisinden 1mL ilave edildikten sonra hacim borat

tamponu ile 100mL’ye tamamland1.
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o SDS-PAGE’de kullanilan tank tamponu;

Tris-HC1 3g

Glisin 144 ¢

SDS 10g

o SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu;
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5 mL

% 10’luk SDS 4,0 mL

Gliserol 2,0 mL
B-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01 g

Distile su 0,5 mL

o SDS-PAGE’de kullamlan ayirma ve yigma jellerinin hazirlamisi; SDS-
PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarmin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

o SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme cozeltisi; 0,66 g
Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf
asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

o SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan renk acma ¢ozeltisi; Hacimce %
7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir. Bu amagla 75 mL
asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.

42



Cizelge 2.1. SDS-PAGE’de kullanilan jel karigimlariin miktarlar:.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid I5¢g
Bis 04¢g
Almarak son hacim distile su ile 50

mL'ye tamamlanir.

2.08 mL

330 pL

Distile su

2.5 mL

1.53 mL

1.5 M tris-Base (pH 8.8)

Tris-Base 11.82¢g

Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1
M NaOH ilave edilerek son hacim

distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

1.56 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI 394 ¢

Almarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1
M NaOH ilave edilerek son hacim

distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

630 pL

% 10 'luk SDS
SDS lg

Almarak son hacim distile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

62.5 uL

25 uL

TEMED

3.13 uL

2.5 uL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat  1g
Alinarak son hacim distile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

93.75 uL

50 uL
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2.2. YONTEMLER

2.2.1. Aseton Tozu (Aceton Powder)’nun Hazirlanmasi

Enzim ekstraktiin hazirlanmasinda; Once ‘“aseton tozu” (Aceton Powder)
elde edilmesi ve daha sonra da bundan enzim ekstraksiyonunun yapilmasi olarak iki
asamali bir yol izlendi. Aseton tozu hazirlamak igin zeytin meyveleri iyice
yikandiktan sonra ¢ekirdekleri ¢ikarildi. 100 g cekirdegi cikarilmis zeytin meyvesi,
bir biiyiik kavanoza koyuldu. Daha énceden derin dondurucuda bekletilen (-20°C)
soguk asetondan 1500 mL ilave edilerek 2 dakika dograyici ile parcalandi. Elde
edilen bulama¢ Whatman No 1 filtre kagid1 yardimiyla filtre edildi. Filtre kagidi
tizerindeki kalinti, 1 L’lik behere almarak iizerine yeniden 500 mL, -20°C’ye kadar
sogutulmus soguk aseton ilave edildi ve islem arka arkaya ii¢ defa tekrar edildi. Filtre
tizerindeki son kalint1 petri kaplarina yayilarak oda sicakliginda, ¢eker ocakta 4-5
saat bekletildi ve iyice kurumasi saglandi. Kirmizimsi-morumsu renkte pudra
goriiniimiinde aseton tozu elde edilmis oldu. Aseton tozu, kullanilana kadar -20°C’de
saklandi. Deneylerde kullanilan enzim ekstrakti bu aseton tozundan elde edildi

[51,97].

2.2.2 Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ham ekstrakt hazirlamak i¢in bir behere 0,5 g aseton tozu koyulup iizerine,
onceden yaklasik +4°C’ye kadar sogutulmus olan 50 mL zeytin ekstraksiyon
tamponu ilave edildi. Beher icerigi buz icinde, 2 dk homojenizatorde homojenize
edildi. Homojenat 15300 rpm, 30 dk, +4 °%C’de teflon tiiplerde santrifiij edildi ve
slipernatant ham ekstrakt olarak kullanildi.

2.2.3 Enzim Aktivite Tayini

Zeytin B-Glukozidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin
edildi. Aktivite dl¢limii i¢in 70 pl., 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi ve iizerine 70 pL
enzim ¢ozeltisi 96’11k plakaya (well-plate) koyuldu. Kor olarak 70 uL. 50 mM pH 5.5

Na-Ac tamponu ve iizerine 70 pL enzim c¢ozeltisi koyuldu. Etiivde 37°C’de, 30 dk

44



inkiibe edildi. 30 dk’nin sonunda reaksiyon 70 pL 0,5 M Na,COs ile durduruldu.
Spektrofotometrede 405 nm’de kore karsilik absorbans degeri okundu. o-NPG ve o-
NPGal substratalarinin reaksiyon sonunda ortaya c¢ikan iiriinleri orto-nitrofenol

oldugu i¢in bu substratlara karsi enzim aktiviteleri 420 nm’de okundu.

Enzim aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi ve bir Enzim Unitesi

dakikada olusan p-nitrofenoliin ve o-nitrofenoliin pmol’ii olarak belirlendi.

Absorbansin (A), zamana baglh degisimi (dA/dt), molar ekstinksiyon
katsayisina (€) boliiniirse absorbans degisimi izlenen maddenin derisimdeki degisim
hiz1 saptanmis olur. Molar ekstinksiyon katsayisinin degeri absorbansi veren

maddenin degisimi ve absorbansi arasindaki sabit oranin ifadesidir [98].

€=A/C cm2 mol ile formiilize edilir.

A= absorbans, C= maddenin derigimini ifade eder (cm2 mol-1)

Enzim iinitesi (EU )=(Vf(ml) x(seyreltme faktorii)/ (€) (cm2/mol-1)x(Vs)xd)
Vi= Toplam hacim (ml)

Vs= Eklenen enzim hacmi (ml)

d=Isik yolu

dA/dt= Dakikada gozlenen absorbans farki

para-nitrofenol icin 405nm’deki € degeri 552.8 M cm™ olarak kullanilirken
[51], orto-nitrofenoliin 420nm’deki € degeri 4.55 mM™! em”! olarak kullanilmistir
[46].

2.2.4 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 6l¢iimleri Lowry Metoduna gore hesaplanmistir. Bu yontem

icin asagidaki soliisyonlar hazirlandu.

Soliisyon A : % 2°lik Na2CO3 0.1 M NaOH* da ¢oziildii.
Soliisyon B : %1 NaK tartarat distile suda ¢oziildii.
Soliisyon C : % 0.5’lik CuSO4 distile suda ¢oziildii.
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Soliisyon D : 48 mL soliisyon A, ImL soliisyon B, 1mL soliisyon C aliarak
hazirlandi.
Soliisyon E : Folin-fenol ve distile sudan bire bir oraninda alinarak hazirlandi .

Sigir Serum Albumini (BSA) : Smg 5ml suda ¢oziilerek taze olarak hazirland.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL sinde Img protein iceren
standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
pL alind1 ve miktar her tiipte 100 pLL olacak sekilde iizerleri saf su ile tamamlandi.
Kor olarak kullanilmak iizere de bir tiipe 100 pL saf su koyuldu. Daha sonra her tiipe
2 ml Soliisyon D eklendi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 10 dk sonunda
tiiplere 0,2 mL Soliisyon E eklenip vorteks ile zaman kaybetmeden karistirildi ve 30
dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Ornekler 96’lik plakanin kuyucuklarma 200’er pL
koyularak 600 nm de absorbanslar1 kore karsi okundu. Okunan absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirland: (Sekil 3.1).

Saflastirma basamaklarinda protein miktar1 belirlenecek numunelerden 0,1’ er
mL tiiplere alind1 ve standart grafik icin uygulanan yontem ayni sekilde numune
tiipleri i¢in de uygulandi. Daha sonra numuneler icindeki protein miktar1 standart

grafikten elde elden dogru denklemi kullanilarak hesaplandi [99].

2.2.5 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.5.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Arahginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

_ 1.77xVx(S, - S,)
? 3.54-8,
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V : Serum hacmi
Si: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S, : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢coktiirme 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 yukaridaki formiile gére hesaplanan amonyum
siilfat miktarlart 0°C’de eklendi. 30 dakika manyetik karistiricida yavasga
karistirilarak ilave edilen amonyum siilfatin ¢dziinmesi saglandi. Daha sonra 15000
rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Cokeleklerin her biri 1mL, 50mM pH 6.8

sodyum fosfat tamponunda ¢6ziildii.

Her bir aralikta ¢oziilen numunenin enzim aktivitesi ve Lowry yontemiyle
kantitatif protein miktar1 belirlendi. Enzim numuneleri renkli oldugundan 405nm’de
aktivite belirlenirken absorbans degerinin yanls ¢ikmamas: i¢in her bir araliktaki
enzim c¢ozeltisi kendi koriine karsi okundu. 0-10 arahi@imin enzim aktivitesi
bulunurken, 70 pL. bu araliktaki enzim c¢ozeltisi ve 70 pL substrat karigiminin
absorbans degeri, 70 pL bu araliktaki enzim c¢ozeltisi ve 70 pL aktivite tamponu
koriine kars1 okundu. Bu durumda 10 farkh tuz araligr icin 10 ayr1 kor kullanilmig
oldu. Cizelge 2.2°de aktivite Ol¢climiinde kullanilan hacim ve reaksiyon karigimlari
ozetlenmistir. 37 °C’de 30 dakika inkiibe sonunda reaksiyonlar 70 uL 0.5 M NayCO;
ile durduruldu ve 405nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir araligin kantitatif

protein miktarlar1 Boliim 2.2.4°de verilen Lowry metoduna gore hesaplandi.
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Cizelge 2. 2 Amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinin enzim aktiviteleri bulunurken
kullanilan reaksiyon hacimleri

Kor
70 pL Aktivite tamponu
70 pL 0-10 araligindaki numune

Aktivitesi Bakilan Numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 0-10 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu
70 pL 10-20 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 10-20 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu
70 pL 20-30 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 20-30 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu
70 pL 30-40 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 30-40 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu
70 pL 40-50 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 40-50 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu
70 pL 50-60 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 50-60 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu
70 pL 60-70 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 60-70 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu
70 pL 70-80 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 70-80 araligindaki numune

70 puLL Aktivite tamponu
70 pL 80-90 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 pL 80-90 araligindaki numune

70 L Aktivite tamponu
70 pL 90-100 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat
70 puL 90-100 araligindaki numune

2.2.5.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Zeytin  B-glukosidaz

enziminin

saflagtirilmasinda  amonyum  siilfat

¢cOktiirmesinin ardindan hidrofobik etkilesim kromatografisi tercih edilmistir. Bunun
icin laboratuarda sentezlenen ve Sekil 2.2’de verilen hidrofobik jel sepharose-4B-L-

tirozin- I -naftilamin kullanilmistir [100].
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|
—¢C  COOH

| |
NH—CH—CH, OH

Sepharose-dB- L-Tirozin-1-naftilamin

Sekil 2.1 Hidrofobik etkilesim kromotografisinde kullanilan hidrofobik jel

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1M (NH4)2SOj4 iceren 50mM,
pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten
sonra, jel lizerindeki tampon c¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat
coktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢okelegi en kiiciik hacimde 1M (NH4)>SO4
iceren 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ¢oziildii. Ardindan ¢ozeltinin enzim
aktivitesi sektrofotometrik olarak belirlendikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1
M (NH4)2SOy4 iceren 50 mM, 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 1 mL halinde tiiplere alindi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
sifir oluncaya kadar devam edildi. 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu kor
olarak kullanilarak her bir tiipte 280 nm‘de kalitatif protein tayini ve 405 nm’de
aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina karsi aktivite ve protein

miktar grafigi ¢izildi (Sekil 3.2).

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

Enzim Safligimin Kontrolii

Beta-glukosidaz  enziminin  hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,

ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
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PAGE) Laemli [101] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi.

Bu amacla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri iizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel icerisinde hava kabarcigir kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 i¢in saf su ile ince bir tabaka olusturuldu.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1-2 saat) iist yiizeydeki su dokiildii. Daha
sonra cam plakalarin arasima tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin
tizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin iizerine tarak
dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli
polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasmin bozulmamasina dikkat edilerek
cikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize
jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt

ve list kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiikksek aktivite goOsterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 50 pl
olacak sekilde 1:1 oranmnda numune tamponuyla karistirildi. Molekiil agirlik
standartlar1; (B-galaktosidaz (116.0kDa), 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
¢oOzeltisi 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 5
dakika 95 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara
yiiklendi. Elektroforez giic kaynagma baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin
jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant
ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi. Yiiriitme islemine proteinler,
jelin altma lcm kalana kadar devam edildi. Daha sonra akim kesilerek yiiriitme
durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice cikarildi yigma jeli kesilip
ayrildiktan sonra protein bantlarmi iceren aymrma jeli renklendirme ¢ozeltisi icine

konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayic1 iizerine birakildi. Daha sonra jel
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renklendirme c¢ozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar:
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde ¢alkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden

cikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarild1.

2.2.6 Enzimin Farkh Substratlara Karsi Ky ve Vy,ax Degerlerinin Belirlenmesi

Zeytin B-glukozidaz enziminin p-NPG ve 0-NPG substratlarina olan ilgisi Ky
ve Vmax degerleri bulunarak tespit edildi. Bunun i¢in p-NPG ve o-NPG substratlarinin
oniki farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi Ol¢iildi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri cizildi. Kyv ve Vi degerleri grafigin
denkleminden yararlanilarak bulundu. Bunun i¢in grafiginl/V eksenini kestigi nokta
olan 1/Vmax degerinden Vpax degeri bulundu ve denklemin egimi olan Kwy/Vmax

degerinde V pmay yerine yazilarak Ky degeri hesaplandi.

2.2.7. Inhibitérlerin ICsy Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirilan agir metal, pestisit ve inhibitor
maddelerin ICsy degerlerini bulmak i¢in, p-NPG substratinin reaksiyon hacminde
1,43mM ve 1,36mM konsantrasyonlarinda c¢aligildi. Inhibitor eklenmemis ortamda
enzim aktivitesi bulunarak bu deger %100 aktivite olarak alindi. Farkli inhibitor
konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri bulundu ve % aktivite degerleri
hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri c¢izildi. (Sekil 3.8-3.15). Bu grafiklerden
yararlanarak enzim aktivitesini % 50 oraninda azaltan inhibitér konsantrasyonu olan

ICso degerleri hesapland:.

2.2.8. Inhibitérlerin K; Degerlerinin Bulunmasi

B-glukozidazlarin yaygin substrati olan p-NPG substrati1 kullanilarak zeytin
meyvesinden saflastirilan beta-glukozidaz enzim aktivitesi tizerine 6-glukonolakton,
bazi pestisitler ve bazi agir metallerin inhibisyon tipleri ile K; degerleri belirlenmistir.
Ki degerlerinin tespiti i¢in, inhibitorsiiz ortamda oniki farkli pNPG substrat

konsantrasyonu varliginda aktivite degerleri bulundu. Bulunan bu aktivitelerden 1/V
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degerleri hesaplandi. 1/V- 1/[S] degerleri ile Lineweaver—Burk grafigi ¢izildiginde I
dogrusu elde edildi. Her bir inhibitor maddenin iki farkli sabit konsantrasyonunda,
p-NPG substratinin oniki degisik konsantrasyonuna karsilik gelen enzim aktiviteleri
belirlendi. Iki farkli inhibitor konsantrasyonu varlhiginda, farkli substrat
konsantrasyonuna karsilik gelen aktiviteler kullanilarak cizilen Lineweaver—Burk
grafiginde 1/V ve 1/[S] degerleri ile I; ve I, dogrular1 olusturuldu. Lineweaver—Burk
grafiklerden yararlanarak K; degerleri hesaplandi ve inhibisyon tiirleri tespit edildi.
Ki degerleri yarigmali (kompetetif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S]
eksenini kestigi nokta olan -1/Ky (1+[I]/K)) ifadesinden, yarismasiz (nonkompetetif)
inhibisyon icin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vy.x (1+[I)/K;) ifadesinden,
yartyarismali (unkompetitif) inhibisyon tipi icinl/V eksenini kestigi nokta olan
1/Vimax  (1+[I)/K;) ifadesinden yararlanilarak hesaplandi. Ki degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan denklemlerdeki Kwm ve Viyax degerleri inhibitorsiiz

ortamda bulunan degerlerdir.
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3. BULGULAR

3.1. Protein Miktar Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Saflastirma basamaklarinda kantitatif protein tayini i¢in Lowry metodu
kullanilmistir. Bu yOntemle protein miktar tayininde sigir serum albiimin proteini
standart olarak kullanilmistir.  Standart ¢Ozeltideki mg proteine karsilik gelen
absorbans degerleri Boliim 2.2.4’de anlatilan yontemle bulunarak Sekil 3.1°‘deki
grafik elde edilmistir.

Elde edilen grafigin dogru denkleminden ilgili absorbansa karsilik gelen mg

protein miktar1 hesaplanmistir.

Lowry standart egri

Absorbans 600 nm

y=6.4881x+0,0108
R*=0,9939

O T T T T !

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
ug/uL protein

Sekil 3.1 Lowry yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik
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3.2. Enzimin Saflastirilmasi

3.2.1. Amonyum Siilfat Coktiirme Araliginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi icin ham ekstrakta Cizelge
3.1’de verilen amonyum siilfat miktarlar1 eklenerek Bolim 2.2.5.1°de belirtilen
yontem uygulanmistir. Bu yOntemle her araligin enzim aktivitesi tespit edilirken
enzim c¢ozeltisi renkli oldugundan 405nm’de yanlis aktivite hesaplanmasina neden
olmamasi i¢in Cizelge 2.2°deki reaksiyon karigimlarmda verildigi gibi kor karigimi
icinde de enzim ¢Ozeltisi olmasina dikkat edilmistir. Elde edilen veriler Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Amonyum siilfat ¢oktiirme araligimin belirlenmesinde kullanilan ¢ozelti
hacimleri, kullanilan tuz miktar1 ve tespit edilen degerler

Kullanilan
Protein
Arahk Coktiirme Hacim Amonyum Aktivite Absorbans
Miktan
Degeri  Arah@ (mL) siilfat (EU) 280 nm
(mg/mL)
miktar (g)
|
1 0-10 21.5 1.11 4.50 337.916 10.26
2 10-20 215 1.14 4.33 211.0468 11.6
3 20-30 215 1.17 4.82 528.4611 17.66
4 30-40 21 1.18 7.43 359.6237 32.56
5 40-50 21 1.22 5.02 648.818 12.59
6 50-60 21.5 1.29 8.89 309.9372 36.12
7 60-70 21.5 1.34 7.19 55.47515 26.66
8 70-80 21.5 1.39 8.14 9.647852 35.31
9 80-90 21.5 1.44 9.30 47.99806 50.43
10 90-100 21.5 1.50 4.19 6.753496 10.76
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Cizelge 3.1°deki degerler kullanilarak Sekil 3.2°deki amonyum siilfat
coktiirme arahigi-Aktivite grafigi cizilmistir. Ozelikle c¢oktirme araligmin
belirlenmesinde protein miktarinin diisiik ancak enzim aktivitesinin yiiksek oldugu
aralik tespit edilmeye calisilmistir. Grafikten, enzimin ¢oktiigli tuz konsantrasyonu
9%0-50 aralig1 olarak tespit edilmis ve saflastirma islemlerinde %50 amonyum siilfat

tuz ¢oktiirmesi uygulanmistir.

700 10
9
600 -
8
500 A 7 o
=
S =
L 400 - ° E
© x
2 300 .
= | [ =
= ‘s
e
200 - T
2
100 + —e— Aktivite —a— Protein miktari 11
0 i i i i i i i i i 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Coktiirme aralhgi

Sekil 3.2 Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin tespitinde kullanilan grafik

3.2.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastiriimasi

Bolim 2.2.5.2°de belirtildigi gibi %50 amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda
elde edilen numune diyaliz edilmeden daha ©nceden laboratuvarda sentezlenmis
hidrofobik yapidaki sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jelini igeren
kolona uygulanmustir. Kolondaki jel yiiksekligi 5 cm ve ¢ap 1 cm’dir. Kolondan
alman numunelerin 50 mM sodyum fosfat pH6.8 tamponu kor kullanilarak, 280
nm’de kalitatif protein tayini yapimustir. Eliisyondaki her bir tiipiin aktivite tayini
kendi numunesinden olusan koriine karsi yapilmistir. Sekil 3.3’de goriildiigii gibi

elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktar1 grafiginden
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yiiksek aktivite gosteren 36, 37, 38, 39 ve 40 numaral tiipler birlestirilmistir. Kolona
tatbik edilen ve birlestirilen eliiatlar i¢in Lowry metoduyla kantitatif protein ve
aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlar1 tespit edilmistir

( Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2°deki saflastirma tablosunda gosterildigi gibi amonyum siilfat
cOktiirmesi sonucunda ¢oziilen ¢okelegin toplam aktivitesi 239.173 U/ml ve toplam
protein miktar1 18.57 mg/ml olarak belirlenmis ve %72.25 verimle 7.82 Kkat
saflastirilmis oldugu hesaplanmistir. Hidrofobik etkilesim kromotografisi sonunda
36-40. tiiplerin olusturdugu saf enzimin %353.92 verimle 154.93 kat saflastirilmis
oldugu belirlenmistir. ~ Yapilan hidrofobik etkilesim kromotografisinde 1-0 M
amonyum siilfat garadienti uygulanmig ve eliisyonun 53. tiipiinde gardient islemi
bitirilmistir.  Bu ag¢idan incelendiginde enzimin 36.-40. tiiplede gelmesi tuz

konsantrasyonunun olduk¢a azaldig: bir degerde kolona tutunamadig1 goriilmiistiir.
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Aktivite (U)

k0

—a— Altivite —a— Ahsorbans 280 nm
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05 07T % 1113 15 17 1% 21 23 25 27 2% 31 33 35 37 3% 41 43 45 47 48 3 33 OS5 37 % 81 83
Tiip No

Absorbans 280 nm

Sekil 3.3 Hidrofobik etkilesim kromotografisi kolonundan zeytin B-glukosidaz enziminin eliisyon grafigi
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Cizelge 3.2. Saflastirma tablosu

Toplam Protein Toplam Spesifik
Hacim Aktivite Saflastirma
Basamak Aktivite Miktar Protein Aktivite % Verim
(ml) (U/ml) Derecesi
(U/ml) (mg/ml) (mg) (U/mg)
Ham ekstrakt 22.5 14.7130 331.043 8.94 201.15 1.6458 100 -
Amonyum Siilfat
r ] 3.07 77.9064 239.173 6.05 18.57 12.8771 72.25 7.82
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 5 35.6971 178.486 0.14 0.7 254.9793 53.92 154.93

Kromatografisi




3.2.3 Zeytin Beta-Glukosidaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan zeytin beta-glukosidaz enziminin
safligim1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.5.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine saflastirilan enzim numunesi uygulandi. Protein
bantlar1 iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi

(Sekil 3.4).

= 116.0
\A

- B6.2 -y
— 450

—350
— — 250

-
-
-
Ed
——18.4 ’

_ [ 144

12% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 3.4 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan zeytin beta-glukosidaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. 1: Protein marker. Molekiil agirlik
standartlar1; (B-galaktosidaz (116.0kDa), 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) 2: Hidrofobik etkilesim

kromatografisi sonundaki saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi.
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3.3 Farkh Substratlarin Ky ve Vpa Degerlerinin Bulunmasi

3.3.1 p-NPG Substratimin Ky ve Vpa Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla pNPG substratinin degisen
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢timleri yapildi. 405nm’de Olgiilen aktivite
degerleri ile reaksiyon hizi V(U/mL) olarak hesaplandi. 1/V ve 1/[S] degerleri
kullanilarak Sekil 3.5’de gosterilen Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Grafik
denkleminden yararlanilarak zeytin meyvesi beta-glukozidaz enzimine iliskin pNPG

substrati icin K, degeri 2,22 mM ve V yax degeri 370.37 U/mg olarak hesaplanmigtir.

] y = 0,006x + 0,0027
0,025 PNPG R? = 0,9988
0,02 -
- 0,015 -
m
2
- 0,01 - ’
0,005 -
¢/O T T T ! ‘ ‘
_0’5 0 0’5 1 1,5 2 2,5 3
1/[S] mM"

Sekil 3.5 p-NPG Substratinin Ky ve Viax degerlerinin bulunmasinda kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 3.3 Zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPG substrat1 kullanilarak, Ky ve Viax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

Kuyucukt | Kuyucukt
50mM Enzim Substrat
aki aki AA
Na- Ac Cozeltisinin cozeltisinin Aktivite 4
toplam Substrat (405 1/vx10r 1/[S]
Tamponu Hacmi hacmi (U/ml dak)
n ) b hacim Kons [S] nm)
n n n
(ub) (mM)

65 5

0.36 0.212 51.13 195.57 2.80
60 10

0.72 0.386 93.10 107.41 1.40
55 25

70 140 1.07 0.490 118.19 84.61 0.93

50 35

1.43 0.604 145.68 68.64 0.70
45 45

1.79 0.665 160.39 62.35 0.56
40 50

2.14 0.804 193.92 51.57 0.46




3.3.2 0-NPG Substratimin Ky ve Vpay Degerlerinin Bulunmasi

Optimum sartlarda, o-NPG (orto nitrofenol -D glukopiranozid) substratinin
degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Olgtimleri yapilmistir. 420nm’de
Olciilen aktivite degerleri ile reaksiyon hiz1 V (U/mL) olarak alinmistir. 1/V ve 1/[S]
degerleri bulunarak Sekil 3.6’daki Lineweaver-Burk grafigi cizilmistir. Grafik
denklemi kullamilarak zeytin meyvesi beta-glukozidaz enzimine iliskin o-NPG
substrati icin Ky, degeri 14.51 mM ve V. degeri 48.54 U/mg olarak bulunmustur.
Buradan zeytin meyvesi beta-glukozidaz enziminin p-NPG substratina karsi ilgisinin

0-NPG substratina gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

y = 0,2989x + 0,0206

0,5 - o NPG R? = 0,9957

0,05 ~
T L4 T T T ]

-0,2 0,3 08 | 1,3 1,8
I/[S] mM

Sekil 3.6 0o-NPG Substratinin Ky ve Vax degerlerinin bulunmasinda kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 3.4. Zeytin Beta-glukosidaz enziminin o-NPG substrat1 kullanilarak, Ky ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

50mM Na- Enzim Substrat | Kuyucuktak | Kuyucuktaki Aktivit
1vite
Ac Cozeltisinin | ¢ozeltisinin i toplam Substrat Kons AA
(U/ml v 1/[S]
Tamponu Hacmi hacmi hacim [S] (405 nm) dak)
a

(u) (u) (u) (u) (mM)
68 12

1.71 0.01 5.13 0.195 0.58
65 15

2.14 0.012 6.15 0.163 0.47
55 25

3.57 0.020 10.26 0.098 0.28
40 60 40 140 5.71 0.024 | 1231 0.081  0.18
35 45

6.43 0.031 15.89 0.063 0.16
30 50 7.14 0.031 15.89 0.063 0.14
25 35 7.86 0.033 16.92 0.059 0.13
10 70

10 0.039 20.00 0.050 0.10




3.3.3 p-NPGal Substratinin Ky ve V,ax Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, p-NPGal (para nitrofenol f-D
galaktopiranozid) substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. 405nm’de oOlgiilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizi (U/mL)
olarak hesaplandi. 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi
cizildi. Grafikten yararlanarak zeytin meyvesi beta-glukozidaz enzimine iligkin p-
NPGal substrat1 i¢in Ky, degeri 13.13 mM ve V. degeri 161.29 U/mg olarak
bulunmustur. (Sekil 3.7)

0,25 1 p NPGal
0,2 - y =0,0814x +0,0062
R? =0,998
- 0,15 -
m
2
~ 01 -
0,05 |
N
I 194 T T T T T T 1
-0,25 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25 2,75 3,25
1/[S] mM™'

Sekil 3.7 p-NPGal Substratinin Ky ve Vpax degerlerinin bulunmasinda kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 3.5. Zeytin Beta-glukosidaz enziminin p-NPGal substrat1 kullanilarak, Ky ve Vimax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,

87

aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

50mM Na- Enzim Substrat | Kuyucuktak | Kuyucuktaki Aktivite
Ac Cozeltisinin | cozeltisinin i toplam Substrat Kons AA

Tamponu Hacmi hacmi hacim [S] (405 nm) (Ufml W Vis]
(D) (D) (D) () (mM) .
10 10 0.71 0.01 8.44 0.1184 1.40
105 15 1.07 0.014 11.82 0.0846 0.93
83 35 2.5 0.029 24.48 0.0409 0.40
80 20 40 140 2.86 0.033 27.86 0.0359 0.35
75 45 3.21 0.04 33.77 0.0296 0.31
70 50 3.57 0.044 37.14 0.0269 0.28
00 00 4.29 0.047 39.68 0.0252 0.23




3.3.4 0-NPGal Substratinin Ky ve V2 Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, o-NPGal (orto nitrofenol -D-
galaktopiranozid) substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olciimleri yapildi.  Kullanilan degerler ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.6’da
verilmigtir. 420nm’de Olgiilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizi (U/mL) olarak
hesaplandi. 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi cizildi
(Sekil 3.8). Grafikten yararlanarak zeytin meyvesi beta-glukozidaz enzimine iliskin
p-NPGal substrati icin Ky, degeri 5.92 mM ve Vg, degeri 126.58 U/mg olarak

bulunmustur.

y = 0,0468x + 0,0079

0,08 - oPNPGal R2 = 0,9968

0,07 ~
0,06 -
0,05
0,04 -

1/V EU

0,03
0,02
0,01 4

P \ \ \

-0,25 0,25 0,75 | 1,25 1,75
1/[S] mM

Sekil 3.8 o-NPGal Substratinin Ky ve Viax degerlerinin bulunmasinda kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 3.6. Zeytin Beta-glukosidaz enziminin o-NPGal substrat1 kullanilarak, Ky ve Vimax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,
aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

0s

50mM Na- Enzim Substrat | Kuyucuktaki | Kuyucuktaki Aktivite
Ac Cozeltisinin | cozeltisinin toplam Substrat Kons AA

Tamponu Hacmi hacmi hacim [S] (405 nm) (U W Vis]
) (WD) (WD) (WD) (mM) -
70 10 1.43 0.049 25.13 0.0398 0.70
68 12 1.72 0.054 27.69 0.0361 0.58
60 20 2.86 0.081 41.54 0.0241 0.35
55 60 25 140 3.57 0.087 44.62 0.0224 0.28
45 35 5.00 0.114 58.46 0.0171 0.20
40 40 5.70 0.124 63.59 0.0157 0.18
35 45 6.43 0.133 68.21 0.0147 0.16




Cizelge 3.7 Zeytin Beta-glukosidaz enziminin farkli substratlara karsi Ki,Vmax ve
Vinax/ K degerleri

Substrat Vimax Kn Vmax/ Km
pPNPG 370.37 2.22 166,83
oNPG 48.54 14.11 3.44
pNPGal 161.29 13.13 12.28
oNPGal 126.58 592 21.38

3.4 Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitor Etkisi Gosteren Maddelerin ICs,

Degerlerinin Bulunmasi

3.4.1 p-glukosidazlarin Genel Inhibitorlerinin ICs) Degerlerinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enzimlerinin literatiirde en sik yer alan inhibitorlerinin glukoz
ve d-glukonolakton oldugu goriilmektedir. Bu sebeple bu iki maddenin zeytin [-

glukosidaz enzim aktivitesi lizerine etkileri arastirilmstir.

3.4.1.1 p-glukosidazlarin Genel Inhibitérii Olan §-glukonolaktonun ICs

Degerinin Belirlenmesi

O-glukonolaktonun zeytin p-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.36 mM
kullanilmustir.  d-glukonolakton bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100
aktivite olarak alinmis ve J-glukonolaktonun 0.11-0.57 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarindaki % Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Cizelge 3.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.8 Zeytin beta glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren 6-glukonolakton maddesinin ICsy degerlerinin

bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ile elde edilen sonuclar

50mM Enzim Substrat Inhibitér | Kuyudaki Aktivite
Na Ac inhibitér Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin | Inhibitor AA U /1‘;11 %
Tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. (405 nm) dak) AKktivite
(ub) (ub) (ub) (ub) (1] (mM)
80 - - 0.46 49.20 100
65 15 0.11 0.321 28.36 69.78
30 5 50 0.36 0.142 10.42 30.87
20 40 55

25 elukonolakton 0.40 0.126 35.60 27.39
20 60 0.43 0.113 2171 24.57
10 70 0.50 0.087 16.50 18.91
0 80 0.57 0.051 13.89 11.09




y = 181,87x" - 252,39x + 97,987
R%=0,9962

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[I] mM

Sekil 3.9 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,36 mM p-NPG
substrat1 konsantrasyonunda 6-glukonolaktonun % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.8’deki veriler 1518inda 6-glukonolaktonun p-NPG substrati
varhigmdaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil3.9’daki gibi c¢izilmistir.  Grafikteki
denklemden yararlanarak zeytin beta-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine o-

glukonolaktonun ICsy degeri 0.227 mM olarak hesaplanmaistir.

3.4.1.2 p-glukosidazlarin Genel Inhibitorii Olan Glukozun ICsy Degerinin

Belirlenmesi

Glukozun zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenirken, p-
NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 2.85 mM olacak sekilde
kullanilmigtir. Glukoz bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak
alinmis ve glukozun 89.3 mM ile 196.4 mM arasinda degisen konsantrasyonlarindaki
%  Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler Cizelge 3.9°da

gosterilmistir.

70



129

Cizelge 3.9 Zeytin beta glukosidaz enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gosteren glukozun ICsg degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ile elde edilen sonuglar

50mM Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki

o | It | GOt | ceinin | Comeiin | IO || i | % At
(nb) (ub) (ub) (ub) [1] (mM)

60 - - 0.077 18.57 100
35 25 89.29 0.05 12.06 64.93
25 35 125.00 0.034 8.20 44.16
20 Glukoz 60 20 40 142.86 0.030 7.24 38.96
15 45 160.74 0.025 6.03 32.47
10 50 178.57 0.009 2.17 11.69
5 55 196.43 0.004 0.97 5.19




120 - y =-0,4816x+ 103,92
R?=0,978

% Aktivite
N o))
o S
|

N
o
|
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Sekil 3.10 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi tizerine 2.85 mM p-NPG
substrat1 konsantrasyonunda glukozun % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.9°daki verilere gore glukozun p-NPG substrati varhigindaki %
Aktivite-[I] grafigi Sekil3.8’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki denklemden
yararlanarak zeytin beta-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine glukozun ICsy degeri

111,96 mM olarak hesaplanmistir.

3.4.2 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkili Bazi Pestisitlerin ICsy Degerlerinin

Belirlenmesi

3.4.2.1 Herbisit Olan Glyphosate Pestisitinin ICsy Degerinin Belirlenmesi

Glyphosat™’1n zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine etkisi arastirmak
icin p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.43mM alinmustir.
Glyphosat suda ¢oziinebilen bir pestisit oldugundan reaksiyon hacmine katilmadan
once suda seyreltilmistir. Glyphosat bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100
aktivite olarak alinmig ve glyphosatin 1.86 ile 22.36 mM arasindaki farkli
konsantrasyonlarindaki % Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Cizelge3.10’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.10 Zeytin beta glukosidaz enzimi iizerinde aktivite artis1 gosteren glyphosate pestisitinin enzim aktivitesinde meydana
getirdigi degisikliklerin bulunmasinda kullanilan ¢dzelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ile elde
edilen sonuglar

50mM Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki

Tompog | bt | SRR | SOOI | | Kows | osam) | Umidagy | % AR
(ub) (ub) (ub) (ub) [1] (mM)

70 - - 0.090 21.71 100
69 1 1.86 0.119 28.70 132.22
68 2 3.73 0.112 27.01 124.44
65 5 9.32 0.125 30.15 138.89
64 Glyphosate 60 10 6 11.18 0.152 36.66 168.89
63 7 13.04 0.157 37.87 174.44
62 8 14.90 0.162 39.07 180.00
61 9 16.77 0.193 46.55 214.44
59 11 20.49 0.248 59.82 275.56
58 12 22.36 0.326 78.63 362.22




Cizelge 3.10°daki verilerle glyphosate pestisitinin  p-NPG  substrati
varhigmdaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil3.11°deki gibi ¢izilmistir.  Grafikte de
gorildiigii gibi diger pestisitlerin aksine glyphosate pestisitinin, p-NPG varhigindaki

zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir.

y=0,6138x%-4,1092x + 121,96
R? = 0,9551
*

400 ~

350

300 -

250

200 ~

% Aktivite

150

100 +

50

[1] mM

Sekil 3.11 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi ilizerine 1,43 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Glyphosate pestisitinin % aktivite-[I] grafigi

3.4.2.1 insektisit Olan Diazinon ve Deltamethrin Pestisitlerinin 1Csy Degerinin

Belirlenmesi

Deltamethrin’in zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisinin
arastirilmasinda p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.36mM
olarak kullanilmistir. Deltamethrin suda kismen ¢6ziindiigii i¢cin reaksiyon hacmine
katilmadan 6nce DMSO(Dimetilsiilfoksid) i¢inde ¢oziilmiistiir. Bunun i¢in dncelikle
DMSO’in enzimi inhibe etmedigi ve pestisitin ¢oziinebilir oldugu konsantrasyon
aralig1 tespit edilmistir. Kullanilacak DMSO konsantrasyonunun tespitinde
kullanilan deneysel veriler Cizelge 3.11°de verilmistir. Cizelge 3.11°e gore cizilen

Aktivite- % [DMSO] grafigi Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.11 DMSO’in zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi

50mM Enzim Substrat DMSO Kuyudaki AA Aktivite
Na Ac (.;6zeltisi1.1 giizeltisil.mi Cﬁzeltisil.mi % DMSO (405 (U/ml
Tampo | in Hacmi | n hacmi n Hacmi Kons. nm) dak)
nu (ul) () (D) (uD)
70 0 0 0.050 | 12.06
60 10 7.1 0.048 | 11.58
50 20 14.3 0.056 | 13.51
40 60 10 30 21.4 0018 | 4.34
30 40 28.6 0.001 0.24
20 50 35.7 0.023 5.55
10 60 42.9 0.024 5.79
0 70 50.0 0.077 | 18.57

DMSO’in zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesini reaksiyon hacminde % 14
konsantrasyona kadar etkilemedigi tespit edilmistir. Suda cdziinmeyen pestisitler
icin reaksiyon hacminde maksimum %14 DMSO olacak sekilde pestisit miktar:
koyularak ICsp ve inhibisyon tipi belirleme caligmalar1 yapilmistir.

Enzim aktivitesi El
)

0 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Reksiyon hacmindeki %DMS O

Sekil 3.12 DMSO’in zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi gdsteren
Aktivite- %DMSO grafigi
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Cizelge 3.12 Zeytin beta glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Diazinon ve Delthamethrin pestisitlerinin ICsg
degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ile elde edilen

6S

sonuglar
50mM Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki Aktivite
Na Ac e e Cozeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin | Inhibitor AA .
Inhibitor . . . (U/ml % Aktivite
Tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. (405 nm) dak)

() (ub) (nb) (b [1] (mM)
70 - - 0.09 21.71 100
69 1 0.022 0.086 20.74 95.56
66 4 0.087 0.074 17.85 82.22
65 Diazinon 60 10 S 0.109 0.061 14.72 67.78
64 6 0.130 0.056 13.51 62.22
62 8 0.174 0.056 13.51 62.22
61 9 0.195 0.051 12.30 56.67
60 10 0.217 0.037 8.92 41.11
70 - - 0.090 21.71 100
69 1 0.004 0.053 12.78 58.89
67 3 0.011 0.036 8.68 40.00
66 Delthamethrin 60 10 4 0.014 0.022 5.31 24.44
64 6 0.021 0.017 4.10 18.89
63 7 0.025 0.017 4.10 18.89
61 9 0.032 0.016 3.859 17.78
59 11 0.039 0.015 3.618 16.67




Diazinon pestisitinin zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.43mM
olarak kullanilmistir. Diazinon bulunmayan reaksiyon ortamindaki ortamdaki enzim
aktivitesi %100 aktivite olarak kabul edilmistir ve DMSO icinde ¢oziinen diazinonun
0.02 ile 0.22 mM arasindaki farkli konsantrasyonlarinda tespit edilen % Aktivite

degerleri Cizelge3.12’de verilmistir.

120 - y =-248,75x + 100
R? = 0,9461

100
80

60

% Aktivite

40

0 T T T T T )

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
(1] mM

Sekil 3.13. Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi tizerine 1,43 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Diazinon pestisitinin % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.12°deki verilerle cizilen diazinonun p-NPG substrati varligindaki %
Aktivite-[I] grafigi Sekil3.13’deki gibidir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak zeytin beta-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine diazinonun 1Csy degeri

0.2 mM olarak hesaplanmustir.
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Deltamethrin’in  zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.43mM
almmustir.  Deltamethrin bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite
olarak almmis ve deltamethrin’in DMSO igerisindeki 0.0035 ile 0.0389 mM
arasindaki farkli konsantrasyonlarindaki % Aktivite degerleri Cizelge3.8’de

verilmistir.
120 y=95728x% - 5425,7x + 88,437
R2=0,9321
100 ¢

0 T T T T )
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

(1] mM

Sekil 3.14 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,43 mM pNPGlu

substrat1 konsantrasyonunda Delthamethrin pestisitinin % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.12°deki veriler 15181nda deltamethrinin p-NPG substrati varligindaki
% Aktivite-[I] grafigi Sekil3.14’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak zeytin beta-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine deltamethrinin ICs

degeri 0.011 mM olarak hesaplanmistir.

Zeytin tarimida sik kullanilan bu ii¢ pestisitden glyphosatin enzimi inhibe
etmeyip aktivitesini artirdigr gozlenirken insektisit tiiriinde olan diazinon ve
deltamethrin pestisitlerinin Cizelge 3.13’de verilen ICsg degerlerinde enzimi inhibe

ettigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.13 Zeytin B-glukosidaz enzimi iizerine arastirilan pestisitlerin

etkileri
Pestisit Tiirii ICs
|
Glyphosate Herbisit Inhibisyon yok
Diazinon Insektisit 0.20 mM
Deltamethrin Insektisit 0.011 mM

3.4.3 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi Arastirllan Bazi Agir Metallerin ICs

Degerlerinin Bulunmasi

Agir metaller, tarimda atik sularin kullamilmasi, egzoz gazlar1 c¢evre
atiklariyla bitkilere ge¢cme riski yiiksek olan maddelerdir. Agir metallerin pek cok

enzimi inhibe ettigi bilinmektedir.

Zeytin meyvesinden saflastirilan toplam B-glukosidaz enzim aktivitesi
tizerine Fe, Cu, Ag, Ni, Pb, Cd agir metallerin etkisi arastiridmistir. Arastirma
sirasinda ilk Once, metallerin B-glukosidaz enzim aktivitesini %50 azaltan
konsantrasyon degerleri bulundu. Bu amacla yapilan ¢aligmalarda kullanilan hacim

ve konsatrasyonlar Cizelge 3.14-3.16’da verilmistir.
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Cizelge 3.14 Zeytin beta glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Cu ve Ni agir metallerinin ICso degerlerinin
bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ile elde edilen sonuglari

50mM Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki
ooy | it | ST | eiin | Gonin | IR | aotam | comidug | % Aktie
(uD) (ul) (ul) (ul) [1] (mMx10™)

150 - - 0.156 32.85 100
120 30 1.36 0.140 29.48 89.74
110 40 1.82 0.141 29.69 90.39
90 Cu 60 10 60 2.73 0.125 26.32 80.13
80 70 3.18 0.124 26.11 79.49
70 80 3.64 0.116 24.43 74.36
20 130 5.91 0.074 15.58 47.44
10 140 6.36 0.074 15.58 47.44
150 - - 0.269 56.64 100
120 30 0.14 0.233 49.06 86.62
80 70 0.32 0.193 40.64 71.75
60 Ni 60 10 90 0.41 0.180 37.90 66.91
40 110 0.50 0.148 31.16 55.02
30 120 0.55 0.139 29.27 51.67
10 140 0.64 0.136 28.64 50.56
0 150 0.68 0.131 27.58 48.70




y =-8,7947x + 103,61
R =09755
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Sekil 3.15. Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,36 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Cu agir metalinin % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.14°de verilen deneysel sonuglara dayanarak Cu agir metalinin 1.36
mM p-NPG substrati varligindaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil3.15°deki gibi
cizilmistir.  Grafikteki dogru denkleminden yararlanarak zeytin beta-glukosidaz
enzim aktivitesi iizerine Cu agr metalinin ICsp degeri 6.1x10* mM olarak

hesaplanmigtir.
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Sekil 3.16. Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,36 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Ni agir metalinin % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.14°de verilen deneysel sonuglara dayanarak Ni agir metalinin 1.36

mM p-NPG substrati varhigindaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil 3.16’daki gibi

cizilmigtir.

Grafikteki dogru denkleminden yararlanarak zeytin beta-glukosidaz

enzim aktivitesi iizerine Ni agir metalinin ICsp degerinin 0.63x10” mM oldugu

hesaplanmigtir.
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Cizelge 3.15 Zeytin beta glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Ag ve Pb agir metallerinin ICso degerlerinin
bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ile elde edilen sonuclar

50mM Enzim Substrat Inhibitor Kuwdaki
Na Ac inhibitér Cﬁzeltisipin gﬁzeltisipin Cﬁzeltisipin Inhibitor AA Aktivite %
Tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. [1I] (405 nm) (U/ml dak) | Aktivite
(uD) (ul) (uh) (uh) (mMx107)
150 - - 0.120 25.27 100
130 20 0.91 0.107 22.53 89.17
90 60 2.73 0.064 13.48 53.34
50 Ag 60 10 100 4.55 0.031 6.53 25.84
40 110 5 0.022 4.63 18.34
20 130 5.91 0.020 4.21 16.67
10 140 6.36 0.017 3.58 14.17
0 150 6.82 0.004 0.84 3.34
150 - - 0.156 32.85 100
130 20 0.91 0.144 30.32 92.31
120 30 1.36 0.140 29.48 89.75
110 40 1.82 0.134 28.22 85.89
100 50 2.27 0.131 27.58 83.97
80 - 60 0 70 3.18 0.106 22.32 67.95
60 90 4.09 0.095 20.00 60.90
50 100 4.54 0.086 18.11 55.13
40 110 5 0.077 16.21 49.36
30 120 5.45 0.075 15.79 48.08
10 130 591 0.070 14.74 44.87
0 150 6.82 0.060 12.63 38.47




y =-14,184x + 97,325

120
R? =0,9745

% Aktivite

Sekil 3.17 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,36 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Ag agir metalinin % aktivite-[1] grafigi

Cizelge 3.15°de verilen deneysel sonuclara gore 0.91x107 ile 6.82x10° mM
araligindaki konsantrasyonlarda Ag agir metalinin, 1.36 mM p-NPG substrati
varhigimdaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil3.17°deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru
denkleminden yararlanarak zeytin beta-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine Ag agir

metalinin ICso degeri 3.34x10” mM oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.18 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,36 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Pb agir metalinin % aktivite-[1] grafigi

Cizelge 3.15°de verilen deneysel sonuclara gore 0.91x107 ile 6.82x10° mM
araligmndaki konsantrasyonlarda Pb agir metalinin, 1.36 mM p-NPG substrati
varhigmdaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil3.18’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru
denkleminden yararlanarak zeytin beta-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine Pb agir

metalinin ICso degeri 5.3x10” mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.16 Zeytin beta glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd ve Fe agir metallerinin ICso degerlerinin

bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ile elde edilen sonuclar

50mM Enzim Substrat inhibitor If;:ﬁ;‘:)cll;l;l
Na Ac e e Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin AA Aktivite .
Inhibitor . . . Kons. % Aktivite
Tamponu Hacmi hacmi Hacmi [1] (mMx10 (405 nm) (U/ml dak)

() () (ul) (b N
150 - - 0.281 59.17 100
140 10 0.05 0.256 53.91 91.10
130 20 0.09 0.242 50.96 86.12
120 30 0.14 0.228 48.01 81.14
100 cd 50 0.23 0.217 45.69 77.22
80 70 0.32 0.191 40.22 67.97
40 110 0.50 0.161 33.90 57.30
20 130 0.59 0.153 32.22 54.45
10 140 0.64 0.141 29.69 50.18
0 150 0.68 0.139 29.27 49.47

50mM Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki

oy | nbibian | SRR | Sromin | Coiin| | i | (G | % At

(ub) (ub) (ub) (ub) [1] (mM)
72 - - 0.105 25.31 100
52 20 0.14 0.121 29.16 115.24
42 Fe 60 3 30 0.21 0.127 30.61 120.95
32 40 0.29 0.152 36.63 144.77
22 50 0.36 0.169 40.73 160.95
12 60 0.43 0.179 43.14 170.48




120 - y =61,28x2-111,29x + 97,296
R?=0,992

0 I I I I I I I 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
[1] mM x10™

Sekil 3.19 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,36 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Cd agir metalinin % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.16’da verilen deney verilerine gore 0.05x10™ ile 0.68x10™ mM
araligmndaki konsantrasyonlarda Cd agwr metalinin, 1.36 mM p-NPG substrati
varhgmdaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil 3.19°daki gibi ¢izilmistir.  Grafikteki
denklemden yararlanarak zeytin beta-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine Cd agir

metalinin ICso degeri 0.38x10™ mM oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.20 Saflastirilmis zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine 1,43 mM pNPGlu
substrat1 konsantrasyonunda Fe agir metalinin % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.16’de verilen deney verilerine gore 0.14 ile 0.43 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Fe agir metalinin, 1.36 mM p-NPG substrati varhigmdaki %
Aktivite-[I] grafigi Sekil3.20°deki gibi ¢izilmistir. Grafikte de goriildiigii gibi Fe’in

p-NPG varligindaki zeytin f-glukosidaz enzim aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir.

Cizelge 3.17 Inhibisyon etkisi gosteren agir metallerin ICs degerleri

Agir metal ICso
——————————————

Cu 6.1x10* mM

Ni 0.63x10* mM

Ag 3.34x10° mM

Pb 5.3x10° mM

Cd 0.38x10* mM

Fe Inhibisyon yok




3.5. Enzim Inhibisyonuna Sebep Olan Maddelerin Inhibisyon Tiplerinin ve K;

Degerlerinin Bulunmasi

Beta-glukozidazlarin yaygin substrat1 olan pNPG substrat1 kullanilarak zeytin
meyvesinden saflastirilan  beta-glukozidaz enzim aktivitesi {lizerine genel
inhibitorlerinden glukoz ve d-glukonolaktonun, bazi pestisitlerin ve bazi agir
metallerin inhibisyon tipleri belirlenmistir. Yapmis oldugumuz caliymada enzimin
katalitik etkinliginin en yiiksek pNPG substratina karsi oldugu ic¢in tiim inhibisyon
tipleri pNPG substrati varliginda bulunmustur.

3.5.1 p-glukosidazlarin Genel inhibiorii Olan Maddelerin Inhibisyon Tipinin ve

K; Degerinin Belirlenmesi

3.5.1.1 B-glukosidazlarin Genel Inhibiérii Olan §-glukonolaktonun inhibisyon

Tipinin ve K; Degerinin Belirlenmesi

O-glukonolaktonun K sabitinin bulunmasi amaciyla, Once reaksiyon
ortaminda inhibitdr yokken 12 farkli pNPG substrat konsantrasyonuna bagl olarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra 3,57)(10'2 mM ve 10,71)(10'2 mM sabit §-
glukonolakton konsantrasyonlarinda aktiviteler belirlendi (Cizelge 3.18). Belirlenen
bu degerlerden 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak, Lineweaver—Burk grafiginde 11,
12 dogrulari ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit

edildi. K; degerleri boliim 2.2.8’de anlatildig1 gibi bulunmusgtur.
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Cizelge 3.18 Zeytin beta-glukosidaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren 6-glukonolaktonun K; degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

Kuyuda | Kuyudaki
50mM | Enzim i‘;gﬁ:f‘;l inhibitor | Kuyudaki | ki inhibitor Aktivite
Na- Ac | Cozeltisin ¢ Cozeltisini | Toplam | Substrat Kons. AA 1A% 1/[S]
. . n . (U/ml
tamponu | in Hacmi hacmi n Hacim Kons. [I] (mM) | (405 nm) dak)
(u) (ub (ul) Hacmi (ub [S]
(u) (mM)

115 5 0.18 0.152 12832 | 0.0077 | 5.6
105 15 0.54 0.286 24144 | 0.0041 | 1.87
100 20 0.71 0.339 286.18 | 0.0034 | 1.40
95 25 0 140 0.89 0 0.399 336.83 | 0.0029 | 1.12
90 20 30 1.07 0.434 366.38 | 0.0027 | 0.93
85 35 1.25 0.434 366.38 | 0.0027 | 0.80
80 40 1.43 0.420 35456 | 0.0028 | 0.70
65 55 1.96 0.512 43222 | 0.0023 | 0.51
100 15 0.54 0.136 11481 | 0.0087 | 1.87
70 45 1.61 0.331 27943 | 0.0035 | 0.62
65 20 50 1.79 ) 0.303 25579 | 0.0039 | 0.56
60 55 5 140 1.96 3.57x10° 0.349 204.62 | 0.0033 | 0.51
55 60 2.14 0.392 330.92 | 0.0030 | 0.47
100 5 0.18 0.028 23.64 0.0423 | 5.60
70 35 s 1.25 0.148 124.94 | 0.0080 | 0.80
60 45 1.61 L | 0.221 186.57 | 0.0053 | 0.62
50 20 55 140 1.96 10.71x10° 0.202 170.53 | 0.0058 | 0.51
45 60 2.14 0.291 24566 | 0.0040 | 0.47




0,045 - + 0

1/[S] mM ™!

Sekil 3.21 Zeytin B-glukosidaz enziminin pNPG substrat1 varligindaki 6-
glukonolakton inhibitdriiniin inhibisyon etkisinin belirlenmesinde kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 3.21.°deki Lineweaver-Burk grafiginden, d-glukonolakton genel
inhibitoriiniin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPGlu substrati izerine kompetitif
(yarigmalr) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. d-glukonolaktonun
[I;]= 0,0357 mM ve [12]=0,1071 mM olarak iki farkli konsantrasyondaki aktiviteler
kullanilarak ¢izilen grafikten K; degeri 0,016271+0,002731 olarak hesaplanmustir.
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3.5.1.2 B-glukosidazlarin Genel Inhibiérii Olan Glukozun Inhibisyon Tipinin ve

K; Degerinin Belirlenmesi

Glukozun K; sabitinin bulunmasi amaciyla, Once reaksiyon ortaminda
inhibitdr yokken farklt pNPG substrat konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteler
bulundu. Daha sonra 17.86mM ve 142.86 mM sabit glukoz konsantrasyonlarinda
aktiviteler Cizelge 3.19°da gosterildigi gibi elde edildi. Belirlenen bu degerlerden
1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak, Sekil 3.22°deki Lineweaver—Burk cizildi.

0,6 7 10
w1

0,5
al2

0,4

0,3

1/VEU

0,2 1 A

0,1 -
—od

[ hd T . T T T !

-1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
1/[S] mM ™

Sekil 3.22 Zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPGlu substrat1 varhigindaki
glukozun inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 3.22.°deki Lineweaver-Burk grafiginden, glukozun zeytin Beta-
glukosidaz enzimini pNPGlu substrati varliginda kompetitif (yarigmali) tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.  Glukozun [I;]= 17.86 mM ve
[I2]=142.86 mM olarak iki farkli konsantrasyonundaki aktiviteler kullanilarak ¢izilen
grafikten K; degerinin 4.9333+3.3036 oldugu hesaplanmustir.
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Cizelge 3.19 Zeytin B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren glukozun K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

somm | Enzim | Substrat |, ons | Kuyndak | Kuyudaki Kuy]ildak
Cozeltisi | cozeltisini IR P AA Aktivite

Na- Ac nin I Cozeltisini | i Top}am Substrat | Inhibitor (405 (U/ml 1A% 1/[S]

tamponu Hacmi hacmi n Hacim Kons. Kons. nm) dak)
(n) (ul) (ul) Hacmi () [S] (mM) | [I] (mM)

()

72 8 1.14 0.053 14.91 0.0670 | 0.88
70 10 1.42 0.059 16.60 0.0602 | 0.70
62 60 18 0 140 2.57 0.075 21.11 [ 0.0473 | 0.39
60 20 2.86 0 0.078 21.95 0.0455 | 0.35
55 25 3.57 0.082 23.07 0.0433 | 0.28
52 28 4.00 0.086 24.20 0.0413 | 0.25
65 10 1.43 0.010 2.81 0.3553 | 0.70
63 12 1.71 0.011 3.10 0.3230 | 0.58
59 60 16 5 140 2.29 17.86 0.015 422 02369 | 0.44
55 20 2.86 0.018 5.07 0.1974 | 0.35
52 23 3.29 0.021 5.91 0.1692 | 0.30
26 14 2 0.009 2.53 0.3948 | 0.50
22 60 18 40 140 2.57 142.86 0.011 3.10 0.3230 0.39
17 23 3.29 0.013 3.66 0.2733 | 0.30
12 28 3.57 0.018 5.07 0.1974 | 0.25




3.5.2 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkili Baz1 Pestisitlerin Inhibisyon Tiplerinin ve

K Degerlerinin Belirlenmesi

3.5.2.1 Deltamethrin Pestisitinin Inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin Bulunmasi

Deltamethrin pestisitinin zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine
inhibisyon tipinin belirlenmesi icin Boliim 2.2.8’de anlatildigi sekilde degerler
bulunmus ve Cizelge 3.15°de verilmistir. Cizelge 3.15°deki verilerle Sekil 3.23’deki

Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir.

0,6

* 0
LI

1/V EU

5 4 3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
/[S]mM !

Sekil 3.23 Deltamethrin pestisitinin zeytin beta-glukosidaz enziminin pNPGlu
substrat1 varligindaki inhibisyon etkisinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-
Burk grafigi

Sekil 3.23.°deki Lineweaver-Burk grafiginden, deltamethrin pestisitinin
zeytin B-glukosidaz enziminin pNPGlu substrati varliginda kompetitif (yarigmalr)
tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Deltamethrin pestisitinin
[1,]=0.003534 mM ve [[]=0.02474 mM olarak iki farkli konsantrasyondaki
aktiviteler kullanilarak cizilen grafikten K; degeri 0.004834+0.00023 mM olarak

hesaplanmigtir.
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Cizelge 3.20. Zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren deltamethrin pestisitinin K; degerinin
bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

. Kuyuda | Kuyudaki
50mM E.:.nm{l. S?bStl:a.t e . Kuyudaki l}(llu Inhibitor . .
Na- Ac COZ‘?IUS] (“OZ‘?IUS] I.Phlb.lt.m: Toplam | Substrat Kons. AA Aktivite 1A% IS
tamponu mn- - Cozeltlslpln Hacim Kons. [I] mM) | (405 nm) (U/ml 5]
Hacmi hacmi Hacmi dak)
(b (u) () (u) (b 5]
(mM)

79 1 0.14 0.035 9.85 0.1185 | 7.00
78 2 0.29 0.047 1323 | 0.0882 | 3.50
75 5 0.71 0.065 1829 | 0.0638 | 1.40
74 6 0 140 0.86 0 0.068 19.14 [ 0.0610 | 1.17
73 60 7 1.00 0.074 20.83 | 0.0560 | 1.00
72 8 1.14 0.079 2223 | 0.0525 | 0.88
71 9 1.29 0.087 2448 | 0.0477 | 0.78
69 11 1.57 0.097 2729 | 0.0427 | 0.64
78 1 0.14 0.020 5.63 0.1777 | 7.00
76 3 0.43 0.037 1041 | 0.0961 | 2.33
75 60 4 0.57 L [ 0044 1238 | 0.0808 | 1.75
74 5 1 140 0.71 3.53x10 0.065 1829 | 0.0547 | 1.40
73 6 0.86 0.052 14.63 | 0.0683 | 1.17
72 7 1.00 0.061 17.17 | 0.0583 | 1.00
72 1 0.14 0.007 1.97 0.5077 | 7.00
69 4 0.57 0.030 8.16 0.1225 | 1.17
67 6 0.86 L | 0.029 8.44 0.1185 | 1.00
66 60 7 7 140 1.00 | 24.74x10 0.030 9.57 0.1045 | 0.88
65 8 1.14 0.034 10.69 | 0.0935 | 0.78




3.5.2.2 Diazinon Pestisitinin Inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin Bulunmasi

Diazinon pestisitinin zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine inhibisyon
tipinin belirlenmesi i¢in Bolim 2.2.8’de anlatildig: sekilde deneysel veriler bulunmus
ve Cizelge 3.21°de verilmistir. Cizelge Cizelge 3.21°deki degerlerle Sekil 3.24’deki

Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir.

0,6 .
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Sekil 3.24 Diazinon pestisitinin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPG substrat
aktivitesi tizerindeki inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 3.24.°deki Lineweaver-Burk grafiginden. diazinon pestisitinin zeytin
Beta-glukosidaz enziminin pNPG substrati lizerine kompetitif (yarigmali) tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Reaksiyon ortamindaki diazinon pestisiti
0.1086mM ve 0.2171mM olacak sekilde iki farkli konsantrasyon kullanilarak cizilen
grafikten K degeri 0,080775+0,011249 mM olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 3.21 Zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren diazinon pestisitinin K; degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

K ki
S0mM | Enzim | Substrat e | Kuyudaki | Kuyudaki nbibitir | A | Aktivite
Na- Ac (;OZG]tlSlI.ll gozelt151p1n Cozeltisinin Topllem Substrat Kons. (405 (U/ml 1V 1/[S]
tamponu n Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. [1] (mM) nm) dak)

(nD (nD (nD (ul) (n) [S] (mM)
77 3 0.43 0.048 13.51 0.0740 | 2.33
75 5 0.71 0.065 18.29 0.0547 | 1.40
74 6 140 0.86 0.068 19.14 0.0523 | 1.17
73 60 7 0 1.00 0 0.074 20.82 0.0480 | 1.00
72 8 1.14 0.079 22.23 0.0449 | 0.88
71 9 1.29 0.087 24.48 0.0409 | 0.78
73 2 0.29 0.017 4.78 0.2090 | 3.50
72 3 0.43 0.022 6.19 0.1615 | 2.33
70 5 0.71 5 | 0.037 10.41 0.0960 | 1.40
68 60 7 5 140 100 | 108:57x10% o044 [ 1238 | 0.0808 | 1.00
67 8 1.14 0.046 12.94 0.0773 | 0.88
66 9 1.29 0.045 12.66 0.0789 | 0.78
65 10 1.43 0.057 16.04 0.0623 | 0.70
69 1 0.14 0.007 1.97 0.5077 | 7.00
64 6 0.86 0.034 9.57 0.1045 | 1.17
63 7 1.00 5 [ 0.036 10.13 0.0987 | 1.00
62 60 8 10 140 114 | 21714107 Pooq1 | 1154 | 0.0866 | 0.88
61 9 1.29 0.047 13.23 0.0756 | 0.78
60 10 1.43 0.045 12.66 0.0789 | 0.70
59 11 1.57 0.042 11.82 0.0846 | 0.64




Cizelge3.22 Enzim aktivitesi lizerine etkili bazi pestisitlerin inhibisyon tipleri ve K;

degerleri
. Inhibisyon
Inhibe Eden Madde K; (mM)
Tipi
Deltamethrin 0.004834+0.00023 | Yarismali
Diazinon 0,080775+0,011249 | Yarigsmal1

3.5.3 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi Arastinlan Bazm Agir Metallerin

Inhibisyon Tiplerinin ve K; Degerlerinin Bulunmasi

3.5.3.1 Cu Agir Metalinin Inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin Bulunmas:

Cu agr metalinin zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesini inhibe ettigi
belirlenmistir. Cu’in enzim iizerine inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in Bolim
2.2.8’de aciklandig1 gibi calisma yapilmis ve bulunan deneysel sonuglar Cizelge
3.23’te verilmistir. Cizelge 3.23’teki degerlerle Sekil 3.25°deki Lineweaver-Burk
grafigi elde edilmistir.
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Cizelge 3.23 Zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine Cu agir metalinin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve
bunlara karsilik gelen substrat, agir metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50 . Substrat e . . Kuyudakl .
mM Enzim szeltisini Inhibitor | Kuyudaki | Kuyudaki | Inhibitor Aktivit
Na- Ac | Cozeltisin ¢ n Cozeltisini | Toplam | Substrat Kons. AA e 1A% 1/[S]
tamponu | in Hacmi hacmi n Hacim Kons. [I] mM) | (405 nm) | (U/ml
(nb) (nb) (ul) Hacmi (ub) [S] (mM) dak)
(pb)
158 2 0.18 0.080 16.85 0.0594 5.50
153 7 0.64 0.123 25.90 0.0386 1.58
152 60 8 - 220 0.73 - 0.134 28.22 0.0354 1.38
151 9 0.82 0.137 28.85 0.0347 1.22
150 10 0.91 0.134 28.22 0.0354 1.10
149 11 1.00 0.142 29.90 0.0334 1.00
57 3 0.28 0.050 10.53 0.0949 3.67
56 4 0.36 4 0.063 13.27 0.0753 2.75
55 60 5 S0 220 0.46 3.57x10 0070 | 1474 | 0.0678 | 2.20
51 9 0.82 0.090 18.95 0.0528 1.22
50 10 0.91 0.093 19.58 0.0511 1.10
109 1 0.09 0.013 2.74 0.3653 | 11.00
108 2 0.18 0.022 4.63 0.2159 5.50
107 60 3 100 220 0.27 7.14x10* 0.037 7.79 0.1284 3.67
103 7 0.64 0.068 14.74 0.0678 1.57
101 9 0.82 0.064 13.48 0.0742 1.22
100 10 0.91 0.074 15.58 0.0642 1.10




0,4
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Sekil 3.25 Cu agir metalinin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPG substrat
aktivitesi tizerindeki inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 3.25.’deki Lineweaver-Burk grafiginden. Cu agir metalinin zeytin Beta-
glukosidaz enziminin pNPG substrat1 tizerine kompetitif (yarigmalr) tipte inhibisyon
etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Reaksiyon ortamindaki Cu agir metalinin 3.57x10™
mM ve 7.14x10” mM olacak sekilde iki farkh konsantrasyon kullanilarak cizilen
grafikten K degeri 2.263x10™+1.48x10*mM olarak hesaplanmustir.

3.5.3.2 Ni Agir Metalinin inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin Bulunmasi
Ni’in zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine inhibisyon tipinin
arastirilmas1 i¢in Boliim 2.2.8’de agiklanana yontem izlenerek bulunan sonuglar

Cizelge 3.24’te verilmigtir. Cizelge 3.24’teki degerlerle Sekil 3.26’daki Lineweaver-
Burk grafigi elde edilmistir.
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Cizelge 3.24 Zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine Ni agir metalinin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve
bunlara karsilik gelen substrat, agir metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

. Kuyudaki
somm | DoAm | Substrat g ol | Kuyudak | Kuyudaki | inhibitor .
Cozeltisi | cozeltisini YD AA Aktivite
Na- Ac . Cozeltisini | i Toplam | Substrat Kons. 1A% 1/[S]
nin n . (405 (U/ml

tamponu Hacmi hacmi n Hacim Kons. [I] (mM) nm) dak)

(nb) (ul) (ul) Hacmi (nb) [S] (mM)
()

159 1 0.11 0.021 4.42 0.2261 8.8
156 4 0.46 0.037 7.79 0.1283 | 2.2
155 60 5 _ 220 0.57 ) 0.038 8.00 0.1249 | 1.76
154 6 0.68 0.042 8.84 0.1131 | 1.47
152 8 0.91 0.041 8.63 0.1158 1.1
151 9 1.02 0.044 9.27 0.1079 | 0.98
88 2 0.23 0.027 5.69 0.1759 | 4.4
85.5 4.5 0.51 0.035 7.37 0.1357 | 1.96
85 60 5 70 220 0.57 3 18x105 | 0038 8.00 | 0.1249 | 1.76
84 6 0.68 ' 0.039 8.21 0.1218 | 1.47
81 9 1.02 0.040 8.42 0.1187 | 0.98
19 1 0.11 0.010 2.11 0.4749 | 8.8
15.5 4.5 0.51 0.026 5.47 0.1827 | 1.95
15 60 5 140 220 0.57 6 365105 | 0:023 526 | 0.1900 | 1.76
13 8 0.91 I0X 0.032 6.74 0.1484 1.1
10 10 1.14 0.037 7.79 0.1284 | 0.88




1/VEU

12,5

Sekil 3.26 Ni agir metalinin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPG substrat
aktivitesi tizerindeki inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 3.26.’daki Lineweaver-Burk grafiginden. Ni agir metalinin zeytin Beta-
glukosidaz enziminin pNPG substrat1 tizerine kompetitif (yarigmalr) tipte inhibisyon
etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Reaksiyon ortamindaki Ni agir metalinin 3.18x107
mM ve 6.36x10° mM olacak sekilde iki farkli konsantrasyon kullanilarak ¢izilen
grafikten K degeri 10.43x107+6.98x10™ mM olarak hesaplanmustir.

3.5.3.3 Ag Agir Metalinin inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin Bulunmasi

Ag metalinin zeytin meyvesinden saflagtirilan B-glukosidaz enzimini inhibe
ettigi bulunmustur. Ag’iin inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmada
Cizelge 3.25’te verilen degerler elde edilmistir. Ag’iin zeytin B-glukosidaz enzimi
lizerine inhibisyon tipi bu degerlerle c¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden tespit

edilmistir.
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Cizelge 3.25 Zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerine Ag agir metalinin K degerinin bulunmasimda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ve

bunlara karsilik gelen substrat. agir metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM E.:.nZiI{I. S“ubsfr?t. inhibitor Kuyyda Kuyudaki IE:‘}Z’::)C]I::};] . .
Cozeltisi | cozeltisini R ki AA Aktivite
Na- Ac nin n Cozeltisini Toplam Substrat Kons. (405 (U/ml 1TAY 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi no Hacim Kons. LI] (mM) nm) dak)

(D (u) () i I
157 3 0.41 0.067 14.11 |0.0709 | 2.44
156 4 0.55 0.092 1937 |0.0516 | 1.83
155 5 0.68 0.115 2422 0.0413 | 147
152 60 8 - 220 1.09 - 0.127 | 2674 [0.0374| 0.92
151 9 1.23 0.132 27.80 | 0.0360 | 0.82
150 10 1.36 0.153 3222 |0.0310 | 0.73
149 11 1.50 0.153 3222 [0.0310| 0.67
134 6 0.82 0.095 2000 |0.0499 | 1.22
132 8 1.09 0.099 20.85 | 0.0479 | 0.92
131 60 9 20 220 1.23 20 0.105 | 22.11 |0.0453] 0.82
130 10 1.36 0.124 26.11 |0.0383| 0.73
129 11 1.50 0.122 25.69 | 0.0389 | 0.67
87 3 0.41 0.054 1137 [0.0879 | 2.44
85 5 0.68 0.071 1495 [0.0669 | 1.47
83 60 7 70 220 0.95 70 0.085 17.89 10.0559 | 1.05
80 10 1.36 0.087 18.32 |0.0495 | 0.82
& 1 1.50 0.087 1832 | 00495 | 07




0,14 -

0,12+ R

1/VEU
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Sekil 3.27 Ag agir metalinin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPGlu substrat
aktivitesi tizerindeki inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 3.27.’deki Lineweaver-Burk grafiginden. Ag agir metalinin zeytin Beta-
glukosidaz enziminin pNPG substrat1 lizerine unkompetitif (yar:1 yarigmali) tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Reaksiyon ortamindaki Ag agir
metalinin 18.18x10™ mM ve 31.18x10™* mM olacak sekilde iki farkli konsantrasyon
kullanilarak cizilen grafikten K; degeri 32.09x107+1.89x10* mM olarak

hesaplanmigtir.
3.5.3.4 Pb Agir Metalinin Inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin Bulunmasi

Pb agir metalinin zeytin B-glukosidaz enzimi iizerine inhibisyon tipinin
arastirilmasi i¢cin Cizelge 3.26’da verilen degerler kullanilarak yine ayni ¢izelgedeki

sonuclar elde edilmistir. Elde edilen sonuglarla Sekil 3.28’deki Lineweaver-Burk

grafigi ¢izilmistir.
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Cizelge 3.26 Zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Pb agir metalinin K; degerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar: ve bunlara karsilik gelen substrat, Pb konsantrasyonlar: ve elde edilen sonuglar

. Kuyudaki
somm | Pnzim | Substrat |y, ace | Kuyudak | Kuyudaki | inhibitor .
Cozeltisi | cozeltisini YD AA Aktivite
Na- Ac . Cozeltisini | i Toplam | Substrat Kons. v 1/[S]
nin n . (405 (U/ml
tamponu Hacmi hacmi n Hacim Kons. [I] (mM) nm) dak)
(nb) (ul) (ul) Hacmi (nb) [S] (mM)
(ub)

159 1 0.11 0.017 3.58 0.2793 8.80
155.5 4.5 0.51 0.049 10.32 0.0969 1.96
154 6 0.68 0.051 10.74 0.0931 1.47
153 60 7 - 220 0.80 0.060 12.63 0.0792 1.25
152 8 0.91 0.060 12.63 0.0792 1.10
151 9 1.02 0.066 13.89 0.0719 0.98
150 10 1.14 0.069 14.53 0.0688 0.88
69 1 0.11 0.016 3.37 0.2968 8.80
66 4 0.46 B} 0.042 8.84 0.1131 2.20
64 60 6 920 220 0.68 4.09x10 0.052 10.95 0.0913 1.47
62 8 0.91 0.057 12.00 0.0833 1.10
61 9 1.02 0.058 12.21 0.0818 0.98
19 1 0.11 0.015 3.16 0.3166 8.80
15 5 0.57 B} 0.038 8.00 0.1250 1.76
13 60 7 140 220 0.80 6.36x10 0.041 8.63 0.1158 1.25
12 8 0.91 0.044 9.27 0.1079 1.10
11 9 1.02 0.043 9.05 0.1104 0.98
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Sekil 3.28 Pb agir metalinin zeytin B-glukosidaz enziminin pNPG substrat aktivitesi
tizerindeki inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 3.26’daki veriler kullanilarak c¢izilen Sekil 3.28.’deki Lineweaver-
Burk grafiginden, Pb agir metalinin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPGlu
substrat1 iizerine nonkompetitif (yarigmasiz) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. Reaksiyon ortamindaki Pb agir metalinin 4.09x10”mM ve 6.36x10° mM
olacak sekilde iki farkli konsantrasyon kullanilarak c¢izilen grafikten K; degeri
12.576x10°+ 5.682x107 olarak hesaplanmustir.

3.5.3.5 Cd Agir Metalinin Inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin Bulunmas:
Cd’un zeytin B-glukosidaz enzimi {izerine inhibisyon tipinin arastirilmasi i¢in
cizelge 3.27de belirtilen degerlerde ¢alisma yiiriitiilmiis ve elde edilen sonuclar ayni

cizelgede verilmistir. Cizelge 3.27°deki verilerle Sekil 3.29°daki Lineweaver-Burk
grafigi elde edilmistir.

106



06

Cizelge 3.27 Zeytin beta-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd agir metalinin K; degerinin bulunmasimda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, Cd konsantrasyonlar: ve elde edilen sonuglar

SomM | Enzim | Substrat | ... | Kuyudaki | SV UG EE Aktivite
Na- Ac | Cozeltisin | ¢ozeltisinin Czeltisinin Toplam Substrat Kons. AA (U/ml 1A% 1/[S]
tamponu | in Hacmi hacmi . Hacim (405 nm)
(ul) (ul) (ul) Hacmi (ul) Kons. [I] (mM) dak)
(D) [S] (mM)
159 1 0.11 0.016 3.37 0.2968 | 8.80
157 3 0.34 0.042 8.84 0.1131 | 2.93
155.5 4.5 0.51 0.049 10.32 0.0969 1.96
155 5 0.57 0.048 10.11 0.0989 1.76
154 60 6 - 220 0.68 - 0.051 1074 | 00931 | 147
153 7 0.80 0.060 12.63 0.0792 | 1.26
152 8 0.91 0.060 12.63 0.0792 | 1.10
151 9 1.02 0.066 13.90 0.0719 | 0.98
150 10 1.14 0.069 14.53 0.0688 | 0.88
67 3 0.34 0.034 7.16 0.1396 | 2.93
65.5 4.5 0.51 0.041 8.63 0.1158 1.96
65 5 0.57 0.044 9.27 0.1079 1.76
64 60 6 90 220 0.68 | 409x10° [ 0.046 9.69 0.1032 1.47
63 7 0.80 0.057 12.00 0.0833 1.26
62 8 0.91 0.057 12.00 0.0833 1.10
61 9 1.02 0.058 12.21 0.0819 | 0.98
60 10 1.14 0.060 12.63 0.0791 | 0.88
19 1 0.11 0.012 2.53 0.3958 | 8.80
18 2 0.23 0.021 4.42 0.2261 | 4.40
17 3 0.34 0.028 5.90 0.1696 | 2.93
16 60 4 140 220 045 | 6.36x10° [ 0.034 7.16 0.1397 | 2.20
15.5 4.5 0.51 0.037 7.79 0.1283 1.96
14 6 0.68 0.043 9.05 0.1104 | 147
13 7 0.80 0.045 9.48 0.1055 1.26
11 9 1.02 0.053 11.16 0.0896 | 0.98
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Sekil 3.29 Cd agir metalinin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPGlu substrat
aktivitesi tizerindeki inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk
grafigi

Cizelge 3.27°deki verilere dayanilarak cizilen Sekil 3.29.’daki Lineweaver-
Burk grafiginden, Cd agir metalinin zeytin Beta-glukosidaz enziminin pNPGlu
substrati iizerine nonkompetitif (yarigmasiz) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. Reaksiyon ortamimdaki Cd agir metalinin 4.09x10° mM ve 6.36x107
mM olacak sekilde iki farkli konsantrasyon kullanilarak c¢izilen grafikten K; degeri
42.96x107 + 0.94x107 olarak hesaplanmustir.



Cizelge 3.28 Zeytin beta-glukosidaz enzimi i¢cin pNPG substrat varligida %50
inhibisyona sebep olan agir metallerin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan
inhibisyon tipleri ve K; degerleri

Inhibe Eden .
K; (mM) Inhibisyon Tipi
Madde
P EEEE——@—@—§—§—-—§
Cu 2.263x10+1.48x10™ Yarismali
N 0.00010430.0000698 Yarigmah
Ag 0.003209+0.0001885 Yar1 yarigmal
s 0.012576+0.005682 Yar: yarigmal
Cd 0.0004296:+0.0000094 Yarismasiz




4. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, bitkilerde 6nemli islevleri olan B-glukosidaz enzimleri zeytin
meyvesinden saflastirilmis ve bazi karakteristik 6zellikleri incelenmistir.
Saflastirma isleminde amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve ardindan hidrofobik etkilesim
kromotografisi yontemleri uygulanmustir.  Saflastirilan enzimin elektroforetik
ozellikleri, kinetik 6zellikleri incelenmis ve bazi agir metaller ile bazi pestisitlerin

ve genel inhibitodrlerinin enzim aktivitesi iizerine etkileri belirlenmistir.

Zeytin meyvesinden toplam B-glukosidaz enzimi saflagtirilmasi icin ham
ekstrakt hazirlama islemi iki asamada gerceklestirilmistir. Ik basamak olarak
aseton tozu hazirlanmis ve ikinci asamada aseton tozundan ekstraksiyon tamponu
ile ekstrakt elde edilmistir. Bir ¢ok arastirmacinin ekstrakt hazirlamada kullandig:
aseton tozu elde edilmesinin amaci ortamdaki yag ve fenolik bilesiklerin
uzaklastirilmasidir.  Ozellikle zeytin meyvesinde de bol miktarda yag bulundugu
icin ekstraksiyon islemi aseton tozu iizerinden yapilmustir. Literatiirde zeytin
meyvasindan [49], cay yapraklarindan [43] ve kiraz meyvesinden [42] B-glukosidaz
enziminin saflagtirilmasi ¢calismalarinda ilgili materyallerin aseton tozu hazirlanarak
ekstrakt yapildig1 goriilmektedir. Aseton tozu hazirlanarak ekstrakt yapilmasi fakli
enzimlerle yapilan calismalarda da kullanilmigtir.  Seftaliden PPO enzimi
saflagtirilmasinda ve cay bitkisi PPO enziminin incelenmesi caligmalarinda [97]

aseton tozunun kullanildig: goriilmektedir.

Zeytin meyvesinden toplam -glukosidaz enziminin saflagtirilmasi igin
amonyum siilfat ¢oktiirme aralii calismamizda % 0-50 olarak bulunmus ve
saflagtirma islemlerinde ham ekstrakta % 50 amonyum siilfat tuz c¢oktiirmesi
uygulanmistir.  Yapilan caligmalarda B-glukosidaz enziminin saflagtirilmasi igin
amonyum siilfat coktiirme araliklar1 farkli kaynaklarda degisik araliklar tespit
edilmistir. Ornegin B-glukosidaz enziminin saflastiriimasi icin ¢ayda % 45-75 [43],
portakal meyvesi i¢in %75 [46], kiraz meyvesi icin %30-70 [42] ve elma c¢ekirdegi
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icin - %40-65 [102] amonyum siilfat ¢oktiirmesi araliklarinin  uygulandig:
goriilmektedir. Riou ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada Aspergillus oryzae
mantarindan f-glukosidaz enzimi saflagtirilmasi i¢in mantar kiiltiir ortamina %85
[51, Termoascus aurantiacus mantarindan B-glukosidaz saflastirilmasi ¢calismasinda
yine besiyeri %80 [52], Daldinia eschscholzii mantarindan p-glukosidaz
saflastirilmast ¢aliymasinda mantar kiiltiirli stipernatantina %80 [103] amonyum
siilfat coktiirmesi uygulandigi belirtilmistir.  Ayrica Lepista flaccida makro
mantarindan B-glukosidaz enzimi saflastirilmas: calismasinda %10-80 [104],
Climacocystis borealis makromantarindan B-glukosidaz enziminin saflagtirilmasi
calismasinda da %10-90 amonyum siilfat c¢oktirme araliinin kullanildig:
bildirilmistir [77]. Yapmus oldugumuz c¢alismada kullamilan amonyum siilfat
coktiirme araliginin B-glukosidaz enziminin bitki materyallerinden saflastirilmasi
sirasinda  kullanilan araliklara yakin oldugu ve mantarlardan yapilan
saflagtirmalardaki degerlerden farkli oldugu goriilmektedir.  Arastirmamizda
amonyum siilfat coktiirmesi islemi sonunda zeytin meyvesinden [-glukosidaz
enziminin % 72.25 verimle 7.82 kat saflastirilmistir. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi
sonundaki bu degerlerin, zeytin meyvesinden yapilan baska bir caliymada [-
glukosidaz enzimi saflastirilmasinda %100 verimle 4.3 kat, kirazdan saflastirilan -
glukosidaz enzimi icin %98 verimle 1.9 kat, caydan yapilan saflastirmada %50.6
verimle 7.6 kat, elma tohumundan yapilan saflastirma ¢alismasinda %51.3 verimle
2.6 kat, soyadan B-glukosidaz enzimi saflastirilmasi calismasinda %120 verimle 3
kat oldugu goriilmektedir. Caliymamizda amonyum siilfat ¢oktiirme basamagi
sonunda elde edilen saflagtirma katsayisinin belirtilen diger calismalara gore daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Calismamizda amonyum siilfat coktiirmesi sonunda hidrofobik etkilesim
kromotografisi yontemleri kullanilarak iki asamali saflagtirma islemi yapilmistir.
Bu sekilde iki asamali saflastirma yontemi kullanilarak enzimin aktivitesini
kaybetmemesi amaclanmistir.  Ayrica tuz c¢oktiirmesinden sonra hidrofobik
etkilesim kromotografisi icin ortamdaki tuzun uzaklastirilmas: gerekmemekte ve
enzim aktivitesinin korunmasi acisindan diyaliz gibi ayr1 bir basamak
kullanilmamaktadir.  Hidrofobik etkilesim kromotografisinde, laboratuarimizda

sentezlenmis sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli kullanilmistir
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[100]. Yapmis oldugumuz ¢aligmada hidrofobik etkilesim kromotografisi sonunda
yiikksek aktivite goOsteren tiipler birlestirilmis ve saf enzim olarak caligmalarda
kullanilmistir.  Arastirmamizda hidrofobik etkilesim kromotografisi sonunda sz
konusu enzim %53.92 verimle 154.93 kat saflastirilmistir. Farkli arastirmacilarin
degisik bitkilerden yaptiklar1 B-glukosidaz enzimi saflagtirmalarinda amonyum
siilfat tuz ¢oOktiirmesi sonunda c¢ogunlukla c¢ok asamali islem kullandiklar:
goriilmektedir.  Cay yapragindan yapilan saflastrmada amonyum siilfat tuz
coktiirmesi sonunda iyon degisim kromotografisi ve ardindan iki farkl jel filtrasyon
kromotografisi yaparak enzimi %1.26 verimle 117.0 kat saflastirdiklar1 [43]
goriilmektedir. Elma cekirdeginden yapilan saflastirmada amonyum siilfat tuz
¢cOktiirmesi sonunda iyon degisim kromotografisi, sonra hidrofobik -etkilesim
kromotografisi yapilmis ve enzim cozeltisi konsantre edilerek jel filtrasyon
kromotografisinin uygulandigi bildirilmektedir [102]. Bu islemin sonunda elma
cekirdegi  B-glukosidazinin %12.8 verimle 46.1 kat saflagtirildigi goriilmektedir.
Gerardi ve ark.’nin yaptigi bir calismada kiraz meyvesinden [-glukosidaz
saflagtirilmast icin amonyum siilfat c¢oktiirmesi sonunda iyon degisim
kromotografisi ve jel filtrasyon kromotografisi kullanarak enzimin %26 verimle 6.8
kat saflastirildigr goriilmektedir [42]. Bir bagska ¢alismada Odoux ve ark. vanilya
bitkisinden B-glukosidaz enzimi saflastirmak icin amonyum siilfat coktiirmesi
sonunda iyon degisim kromotografisi, ardindan hidrofobik etkilesim kromotografisi
ve sonrasinda da jel filtrasyon kromotografisi kullandiklarini ve enzimi %8.4
verimle 7.2 kat saflastirdiklarimi gostermislerdir [47]. Soyadan yapilan
saflagtirmada amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra jel filtrasyon kromotografisi
ile tuz uzaklastirllmig, daha sonra anyon degistirici ve katyon degistirici
matrikslerle arka arkaya iki defa iyon degisim kromotografisi yapilarak enzim %20
verimle 20 kat saflastirilmistir [45]. Portakaldan yapilan saflagtirmada da amonyum
stilfat ¢coktiirmesi sonunda 6nce katyon degistirici sonra anyon degistirici ile iki dafa
iyon degisim kromotografisi ve ardindan ii¢ farkli jel filtrasyon kromotografisi
yontemleri uygulanarak enzimin 489.5 kat saflastirildig1 goriilmektedir [46]. Farkli
bir calisgmada yapilan yine zeytin meyvesinden B-glukosidaz saflastirilmasi igin
amonyum siilfat c¢oktiirmesinden sonra jel filtrasyon kromotografisi ile tuz
uzaklastirilmig, daha sonra anyon degistirici matriksle iyon degisim kromotografisi

yapilmis ve ardindan hidrofobik etkilesim kromotografisinin yapildig1 goriilmiistiir



[49]. Bu basamaklarin sonunda arastirmacilarin zeytin B-glukosidazini % 8.3

verimle 8.1 kat saflastirdiklar1 goriilmektedir.

Yapmis oldugumuz calismada zeytinden B-glukosidaz enziminini ¢aydan,
elma ¢ekirdeginden, kirazdan, vanilyadan, soyadan ve zeytinden yapilan saflagtirma
caligmalarma gore daha yiiksek verimde saflastirdigimiz goriilmektedir. Bu derece
yilksek verim ile saf enzim elde etmemizin en Onemli nedenlerinden biri

saflagtirmanin iki basamakta yapilmis olmasidir.

Ayrica enzimi saflastirma katsayimizin, literatiirde yer alan calismalardan
daha yiiksek oldugu da goriilmektedir. Yapmis oldugumuz calismada
laboratuarimizda sentezlenen sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin [100] hidrofobik
jeli kullanilmistir.  Hidrofobik etkilesim kromotografisi tekniginde ligand ve
matriks yapisinin son derece 6nemli oldugu bildirilmektedir. Kullanilacak ligantin
hidrofobik karakteri kritik bir dneme sahiptir. Diisiik hidrofobik karaktere sahip
ligandlar kullanildiginda ayrilacak molekiillerin kolanda etkilesimini saglayabilmek
icin yiiksek tuz konsantrasyonu uygulamak gerekmektedir.  Bu durumda
proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim yapma riski artmaktadir. Yiiksek
hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildiginde ise saflagtirilacak molekiil ile
ligand arasindaki etkilesim artacagi icin eliisyon swrasinda problemler ortaya
cikabilmaktedir [105]. Yapmis oldugumuz caligmada kullanilan hidrofobik jelde
ligand olarak L-tirozin bulunmaktadir. Kullandigimiz jeldeki hidrofobik ug ise 1-
naftilamindir. Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik etkilesim kromatografi
jellerinde hidrofobik u¢ olarak diiz zincirli alkil ve aril gibi molekiiller
kullanilmaktadir [106]. Bunlardan isopropil, butil, oktil ve fenil bilesikleri en cok
tercih edilen ligandlardir. Romero-Segura ve ark.’nin yapmis oldugu zeytin f-
glukosidaz enzimi saflastirmasinda kullanilan hidrofobik jelin yapis1 biitil
sepharosedur. Diiz zincirli alkil ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken,
aril ligandlarinda hem hidrofobik hem de aromatik -etkilesimler gozlenir.
Calismamizda kullanilan jelde hidrofobik u¢ olarak aril yapisinda olan 1-
naftilaminin bulunmasi, saflastirma katsayimizin Romero-Segura ve ark.’nin yaptigi
hidrofobik etkilesim kromotografisi sonucuna gore daha yiiksek olmasinda etkili

oldugunu diisiinmekteyiz. Bu durum ayn1 zamanda enzimin hem hidrofobik hem de
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aromatik etkilesimlerde bulundugunu diisiindiirmektedir. Buradan hareketle zeytin
B-glukosidaz enziminin yapisinda hidrofobik ve aromatik rezidiilerinin

bulunabilecegi kanaatindeyiz.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve
konsantrasyonu da oldukca onemlidir. Bu kromatografi yonteminde yaygin olarak
kullanilan tuzlar Na;SOq4, K>SO4, (NH4)2SO4, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasina
ragmen en cok tercih edilen amonyum siilfat tuzudur [107,108]. Caligmamizda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi basamagi sonunda 1M amonyum siilfat iceren tampon
icindeki enzim 1-0 M azalan tuz gradientinde hidrofobik etkilesim
kromotografisinden eliile edilmistir. ~ Hidrofobik etkilesim kromotografisinde
eliientler 1’er mL’lik tiiplere biriktirilmis ve enzimin 36.-40. tiiplerde toplam 5
mlL.’de geldigi goriilmiistiir. Tuz konsantrasyonu 53. tiipte sona ermistir. Enzimin
36.-40. tiiplerde ve tuz yogunlugunun azalmis oldugu bir degerde gelmesi enzimin
kolona siki tutundugunu gosterir. Bu durumda enzimin (proteinin) iic boyutlu
yapisinda dis tarafta hidrofobik uglarin yogunlukta oldugu diisiiniilebilir. Ayrica
hidrofobik jeldeki aromatik uc¢ bdlgesinin de bulunmasi enzimin ayni zamanda

aromatik etkilesimler de yapmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda iki basamakta saflastirilan zeytin B-glukosidaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla, enzim SDS poliakrilamid jel elktroforezine
uygulanmustir. Sekil 3.4’de goriildiigii gibi yaklasik 65 kDa hizasinda bant tespit
edilmistir. ~ Farkli canlilarda yapilan c¢alismalarda, saflagtirilan p-glukosidaz
enziminin misirda 60 kDa [26], kirazda 68 kDa [42], portakalda 64 kDa [46],
cimlenmis piring tohumunda 56 kDa [40], siiplirge darisinda Dhurrinazl
izoenziminin 57 kDa [44], Dhurrinaz2 izoenziminin 62 kDa [44], cayda 41 kDa
[43], oldugu bildirilmigtir. Literatiirde bulunan bu calismalarda ilgili enzimlerin
molekiil agirliklarinin tespiti yaklasik olarak SDS-PAGE yontemi ile gosterilmistir.
Termofilik bir mantar olan Melanocarpus sp.’dan saflastirilmis B- glukosidaz
enziminin SDS poliakrilamid jel elktroforezinde ~92 kDa [50], Aspergillus oryzae
mantarinda 43 kDa [51] Thermoascus aurantiacus mantarinda 120 kDa [52] oldugu
gosterilmistir.  Bitki B-glukosidazlar1 i¢in SDS poliakrilamid jel elktroforezinde

goriintiilenen altbirimlerinin 55-65 kDa arasinda oldugu belirtilmektedir [2].
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Yapmis oldugumuz calismada zeytin B-glukosidaz enziminin SDS poliakrilamid jel
elktroforezinde goriintiilenen 65 kDa’luk molekiil agirlig1 degeri literatiirde yapilan
bitki B-glukosidaz ¢alismalarina uygunluk gostermektedir. Ancak mantarlardan

saflastirilan B-glukosidazlarin molekiil agirligindan farkli oldugu goriilmektedir.

B-glukosidaz enziminin yapay substratlarindan p-NPG, o-NPG ve p-NPGal
ve o-NPGal substratlarina karsi ilgisinin ifadesi olan K, ve V. degerleri
bulunarak substrat spesifikligi belirlenmistir. Kinetik parametrelerin belirlenmesi
caligmalarinda saflastirilmis enzimle p-NPG substrati icin Ky, degeri 2,22 mM ve
Vmax degeri 370.37 EU olarak bulunmus, katalitik etkinligin 6l¢iisii olan Vpa/ Kiy
orant 166.83 olarak hesaplanmustir. Saflastirilmig zeytin B-glukosidaz enziminin o-
NPG substrati i¢in Ky, degeri 14.11mM ve V. degeri 48.54 EU olarak bulunmusg
ve Vmax/ K degeri 3.44 hesaplanmistir.  Yapmis oldugumuz calismada p-NPGal
substratiin Ky, degeri 13.13 mM ve Vp,x degeri 161.29 olarak belirlenmis ve Vpax/
Ky, oram 12.28 olarak hesaplanmistir. Yine oNPGal substrati ile tapilan ¢alismada
K degeri 5.92 mM ve Vi, degeri 126.58 EU olarak tespit edilmis ve Vpa/ Kn
oraninin  21.38 oldugu goriilmiistiir. Arastirmamizda zeytin meyvesinden
saflastirilan B-glukosidaz enziminin p-NPG substratina karsi ilgisinin ¢alisilan diger

substratlara oranla yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Literatirde  yapilan  B-glukosidaz  enzimini  substrat  spesifikligi
caligmalarinda Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesinden ziyade karsilastirmali
enzim aktivitelerinin belirlenmis oldugu goriilmektedir. Hsieh ve Graham
tarafindan yapilan bir ¢aligmada soyadan saflastirilan B-glukosidaz enziminin p-
NPG substratina ilgisinin en yiiksek oldugu belirtilmistir [45]. Vanilya bitkisi ile
yapilan bir baska calismada da soz konusu enzimin p-NPG substratina ilgisinin
yiikksek oldugu gosterilmistir [47]. Benzer sekilde portakaldan [46] ve ¢aydan [43]
saflagtirilmis B-glukosidaz enziminin p-NPG substratina ilgisinin yiiksek oldugu
yapilan caligmalarda bildirilmistir. Ancak bu sonug¢lardan farkli olarak kiraz
meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enziminin o-NPG substratina ilgisinin daha
yiiksek oldugu belirtilmistir [42]. Farkli kaynaklardan elde edilen B-glukosidaz
enzimlerinin substratlara ilgilerinin farkli olmasinin nedeni aktif merkeze yakin

olan aminoasitlerin gruplarinin farkliligindan kaynaklanabildigi diistiniilmektedir.
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Aragtirmamizda f-glukosidaz enzimlerinin genel inhibitorlerinden 6-
glukonolaktonun p-NPG substrat1 varligindaki zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi
izerine inhibisyon etkisi gosterdigi ICsp degerinin 0.227 mM oldugu tespit
edilmistir. Ayrica d-glukonolaktonun zeytin meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz
enzimini p-NPG substrat1 varliginda yarigmali tipte inhbe ettigi ve K; degerinin
0,016271+£0,002731 oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuclardan, o-
glukonolaktonun enzimin aktif bolgesine baglanmada substratla yaristigi sonucuna
varilabilir. Romero-.Segura ve ark.’nmin yapmis oldugu calismada o-
glukonolaktonun zeytin B-glukosidaz enzimi {iizerine etkisi farkli bir yolla
aragtirtlmigtir.  Arastirmacilar, saflastirilimis zeytin p-glukosidaz enzimini 15 mM
d-glukonolakton ile 4°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra p-NPG substrati
varligindaki relatif aktivitesinin %100 oldugunu, 24 saatlik inkiibe isleminin
sonunda ise yine %100 oldugunu bulmuslardir [49]. Portakaldan saflastirilan -
glukosidaz enzimi iizerine yapilan bir calismada 10mM §-glukonolaktonun p-NPG
substrat1 varligindaki relatif aktivitesinin %9.3 oldugu, ImM &-glukonolaktonun
ayn1 sartlada relatif aktivitesinin %29.4 oldugu belirtilmistir [46]. Soya bitkisi ile
yapilan caligmada da §-glukonolaktonun B-glukosidaz enzimi aktivitesi tizerine ¢cok
etkili olmadigi, ImM o-glukonolaktonun p-NPG substrati varligindaki relatif
aktivitesinin %99, 10mM J-glukonolaktonun %93 oldugu gosterilmistir [45].
Literatiirde yapilan caligmalarda genellikle 6-glukonolaktonun enzim aktivitesi
tizerine etkisi relativ aktivite belirlenerek tespit edilmistir ve ilgili kaynaklardan
elde edilen B-glukosidaz enzimlerinin 6-glukonolakton tarafindan inhibe edildigi
gosterilmigtir.  Arastirmamizda elde ettigimiz sonuclar literatiire uygunluk

gostermektedir.

Ayn1 zamanda calismamiz sonucunda elde edilen &-glukonolaktonun
yarigmali inhibisyon etkisi gosterdigi Odoux ve ark.’nin yapmis oldugu vanilya -
glukosidazi ¢aligmasinda da gosterilmistir [49]. Vanilya bitkisiyle yapilmis olan bu
calismada B-glukosidaz enzimini §-glukonolaktonun 40°C, pH 7°de p-NPG substrati
varliginda kompetitif (yarigmali) tipte inhibe ettigi ve K; degerinin 670 uM oldugu
belirtilmistir [47].
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Calismamizda 9d-glukonolaktonun B-glukosidaz enzim aktivitesini % 50
oraninda azaltan konsantrasyonu olan ICsy degeri 0,227mM olarak tespit edilmistir.
Yapilan farkli caligmalarda s6z konusu inhibitor icin ICsy degerleri nohut bitkisinde
ImM [50], soyada 24mM [45], Aspergillus oryzae’de 12.5mM [51] oldugu
belirtilmistir. Yapmis oldugumuz caliymada 6-glukonolaktonun soya, nohut ve
Aspergillus oryzae B-glukosidaz enzimlerine gore zeytin B-glukosidazini daha giiclii

inhibe ettigi belirlenmigtir.

B-glukosidaz enziminin genel inhibitorlerinden olan glukozun zeytin
meyvesinden saflastirilan toplam [-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
arastirildiginda ICsg degerinin 111,96 mM oldugu bulunmustur. Glukozun p-NPG
substrati varh@indaki K; degeri ise 4.9333+3.3036 olarak hesaplanmistir Romero-
Segura ve ark.’nin yapmis oldugu calismada glukozun zeytin B-glukosidaz enzimi
tizerine etkisi farkli olarak arastirilmistir. Arastirmacilar, saflastirilimig zeytin -
glukosidaz enzimini 15 mM glukoz ile 4°C’de 1 saat inkiibe ettikten sonra p-NPG
substrat1 varligindaki inhibitorsiiz degere gore relativ aktivitesinin %100 oldugunu,
24 saatlik inkiibe isleminin sonunda ise yine relativ aktivitenin %100 oldugunu
bulmuslardir [49]. Odoux ve ark.’nin yapmis oldugu caliymada vanilya [-
glukosidaz enziminin 2M glukoz ile inhibe olmadig1 gosterilmistir [47]. Yapilan
farkl ¢caligmalarda glukozun Melanocarpus sp. termofilik fungustan saflastirilan p-
glukosidaz enzimini [50], Aspergillus oryzae’den saflastirilmis p-glukosidaz
enzimini [51] ve Daldinia eschscholzii mantarindan izole edilen B-glukosidaz
enzimini [103] inhibe ettigi gosterilmistir.  B-glukosidaz enziminin genel
inhibitorleri olarak bilinen glukoz ve 6-glukonolakton maddelerinin zeytin
meyvesinden saflagtirilan toplam [-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri
karsilastirildiginda her iki maddenin de enzimi yarismali olarak inhibe ettigi fakat
glukozun enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin d-glukonolaktona gore daha

zayif oldugu belirlenmistir.

Zeytin tariminda insektisit ve fungusitlerin herbisitlere oranla daha yogun
kullanildig1 belirlenmistir.  Calismamizda zeytin tariminda en sik kullanilan
deltamethrin ve diazinon insektisitleri ile glifosat herbisitinin zeytin meyvesinden

saflagtirilan toplam B-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine etkileri arastirilmustir.



Glyphosat herbisiti sadece zeytinde degil pek ¢ok alanda yabanci ot miicadelesinde
siklikla kullanilan bir herbisittir  [109]. Glyphosatin zeytin meyvesinden
saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan

calismada p-NPG substrat1 varligindaki enzim aktivitesini arttirdig: tespit edilmistir.

Deltamethrin insektisiti de zeytin tariminda sik kullanilan insektisitlerdendir.
Zeytine bir defada verilen dozu 0.31 mM’dir [87]. Yapilan bu caligmada
deltamethrinin p-NPG substrati varliginda zeytin B-glukosidaz enzimini inhibe
ettigi ve ICso degerinin 0,011mM oldugu bulunmustur. Inhibisyon etkisi gosteren
deltamethrin bilesiginin enzim aktivitesini yarismali olarak inhibe ettigi ve Ki
degerinin 0.004834+0.00023 oldugu hesaplanmigtir.  Literatiirde B-glukosidaz
enzim aktivitesi lizerine deltamethrininin etkisinin arastirildigi farkli bir yayina
rastlanmamistir. Yapmis oldugumuz ¢aligma sonunda zeytine tek seferde atilan ilag
dozu g6z Oniine alindiginda deltamethrinin zeytin meyvesi B-glukosidaz enzimini

inhibe edebilecek degerlerde oldugu diisiiniilmektedir

Diazinon zeytin tarimmda sik kullanilan insektisitlerdendir.  Zeytin
tariminda tek dozda 1.22 mM kullanilmaktadir [88]. Diazinon pestisitinin zeytin 3-
glukosidaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada p-NPG
substrat1 varligindaki enzim aktivitesini diisiirdiigi ve ICso degerinin 0,20 mM
oldugu bulunmustur. Diazinonun enzimi yarigmali olarak inhibe ettigi ve Ki
degerinin 0,080775+0,011249 oldugu belirlenmistir. Literatiirde diazinonun f-
glukosidaz enzim aktivitesi lizerine yapilmig baska bir caligmaya rastlanmamaistir.
Yapmis oldugumuz calismada, diazinonun bitki ilaclamasinda tek seferde kullanilan
konsantrasyonunun, enzim aktivitesini %50 azaltan konsantrasyonundan ¢ok daha
fazla oldugu goriilmektedir. Bu durumda kullanilan miktarin s6z konusu enzim

acisimndan olumsuz oldugu diisiiniilmektedir.

Zeytin meyvesinden saflastirilan toplam B-glukosidaz enzim aktivitesi
tizerine Cu, Ni, Ag, Pb, Cd ve Fe’in etkisi arastirildiginda Fe haricindeki diger agir
metallerin enzimi inhibe ettigi goriilmiistiir. p-NPG substrati varligindaki enzim
aktivitesi lizerine yapilan calismalarda Fe’in enzim aktivitesini arttirdigi

belirlenmistir. Cameron ve ark.’nin yapmis oldugu ¢calismada da Fe’in portakaldan
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saflagtirilan B-glukosidaz enzimini inhibe etmedigi, p-NPG substrati varliginda
ImM FeCly’iin inhibitorsiiz ortama gore yiizde kalan aktivitesi (relativ
aktivitesi)’nin %100 oldugu belirtilmektedir [46]. Calismamizdan elde edilen
sonuclar 1s18inda Fe iceren bilesiklerin zeytin tarimmda p-glukosidaz enzim

aktivitesi acisindan zirai ila¢ olarak uygun olabilecegi kanaatindeyiz.

Zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine etkisi arastirilan Cu agir metali
bakir siilfat, bakirhidroksit, bakir oksikloriir, bakir kalsium siilfat formlarinda,
tarimda fungusit olarak siklikla kullanilmaktadir. Hemen hemen tiim tarim
tiriinlerinde Cu’ll bilesiklerin goztasi, bordo bulamaci gibi isimler altinda fungusit
olarak kullanildig1 goriilmektedir. Ayrica endiistriyel atik sularla 6zellikle giibre
sanayi, demir-celik, termik santral ve kagit endiistrisinden de Cu’in sulara karistigi
bilinmektedir [95]. Bu ¢aligmada da zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine
Cu’in etkisi incelendiginde enzimi inhibe ettigi ve ICso degerinin 6.1x10* mM
oldugu bulunmustur. Cu’in zeytin B-glukosidaz enzimini yarigmali olarak inhibe
ettigi ve K; degerinin de 2,263x10+1,48x10™ oldugu hesaplanmistir.  Yapilan
degisik caligmalarda da Cu agir metalinin B-glukosidaz enzimi iizerine inhibisyon
etkisi gosterdigi belirtilmistir. ~ Romero-Segura ve ark.’min yapmis oldugu
caligmada, zeytin B-glukosidazinin 1 mM Cu ile 4°C’de 1 saat inkiibe edildikten
sonra p-NPG substrati varligindaki relativ aktivitesinin %100, 24 saatlik inkiibe
isleminin sonunda ise %21 oldugu belirtilmektedir [49]. Elma cekirdeginden
saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerine CuSO4’1n etkisinin incelendigi caligmada
p-NPG substrat1 varlhigindaki relativ aktivitenin %3.0 oldugu gosterilmistir [102].
Cu’1n vanilya bitkisi B-glukosidaz enzimi {izerine etkisini arastiran bilim adamlar1
ise ImM Cu ile 4°C’de 30 dakika inkiibe edilmis enzimin p-NPG substratina kars1
relativ aktivitesinin %4 oldugunu ac¢iklamiglardir [47]. Buna karsin soya bitkisi -
glukosidazi1 iizerine Cu’in etkisini inceleyen arastirmacilar ImM Cu’mn p-NPG
substratt varhiginda relativ aktivitesinin %99, 10 mM Cu ile p-NPG substrati
varligindaki relativ aktivitesinin %115 oldugunu bildirmislerdir [45]. Yapmis
oldugumuz c¢alisma sonucunda Cu’in B-glukosidaz enzimini inhibe ettigi ve
literatiire de genel itibariyla uygunluk gosterdigi sdylenebilir. Fungusit olarak
yaygin kullanilan Cu’li bilesiklerin zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesini kuvvetli

bir sekilde etkileyebilecegi tarafimizdan diistiniilmektedir.
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Ni agir metalinin giibre sanayi, demir-gelik sanayi, termik santral ve kagit
endiistrisi atiklariyla sulara karistigi bildirilmektedir [95]. Tarimda atik sularin
kullanimiyla topraga ve bitkilere bulasabilecegi belirtilmistir. Yapmis oldugumuz
caligmada Ni’in zeytin B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirilmis ve
enzimi yarigmali olarak inhibe ettigi, K; degerinin 0,0001043+0,0000698 oldugu
bulunmustur.  Enzim aktivitesini %50 azaltan Ni konsantrasyonu olan ICs
degerinin de 0.63x10* mM oldugu hesaplanmistir. Odoux ve ark.’nin yapmis
oldugu calismada vanilyadan saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine
Ni’in etkisi incelendiginde enzim 1mM Ni ile 4°C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve
enzimin p-NPG substratina kars1 relativ aktivitesinin %30 oldugu agiklanmigtir
[47].  Yapmis oldugumuz caligmada Ni’in zeytin B-glukosidazini vanilya [-

glukosidazina gore cok daha diisiik konsantrasyonda inhibe ettigi goriilmiistiir.

Ag agir metalinin zeytin P-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
arastirildiginda enzimi yariyarigmali tipte inhibe ettigi ve ICso degerinin 3.34x107
mM oldugu tespit edilmistir. Inhibisyon tipinin belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmalarda K; degerinin 0,003209+0,0001885 oldugu hesaplanmistir. Romero-
Segura ve ark.’min yaptiklar1 calismada zeytin B-glukosidazinin 1 mM Ag™ ile 1 saat
ve 24 saat inkiibasyonu sonunda enzimin p-NPG substratina karsi relativ
aktivitelerinin %0 oldugu bildirilmistir. Yine elma cekirdegi B-glukosidazi ile
yapilan bagka bir calismada 5mM Ag’iin  p-NPG substratina karsi relativ
aktivitesini %0 yaptig1 gosterilmistir [102]. Vanilya bitkisinden saflastirilan B-
glukosidaz enzimi iizerine Ag’iin etkisi incelenirken 0.1mM ve 1mM Ag" ile enzim
4°C’de 30 dakika inkiibe edilmis, her birinin p-NPG substratma karsi relativ
aktivitesinin swrastyla %112 ve %29 oldugu bulunmustur [47]. Soya bitkisi J-
glukosidaz enzim aktivitesi iizerine Ag’lin etkisinin incelendigi ¢aligmada 1mM
AgNOs 1n p-NPG substratina kars1 relativ aktivitesinin %35, 10 mM AgNO4’1n p-
NPG substratina kars1 relativ aktivitesinin %0 oldugu bildirilmistir [45]. Yine ayni
calismada reaksiyon ortamina B-merkaptoetanol ilave edilmis ve Ag" iyonlarmnin
stilfhidril gruplarini inhibe etmesinin Onlendigi bildirilmistir. ~ 250mM -
merkaptoetanol varhigindaki Ag”’iin ICsy degerinin B-merkaptoetanolsiiz 1Csg

degerinden 100 kat daha fazla oldugunu gostermislerdir. B-glukosidazlarin enzim
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aktivitesinde ve stabilitesinde sistein rezidiisiinde bulunan SH grubunun rol aldig:
bildirilmektedir [110,111]. Ag’iin bitki B-glukosidaz enzimleri icin giiglii bir
inhibitdor oldugu belirtilmektedir [2]. Yapmis oldugumuz calismada da Ag’iin
enzimi yarigmali olarak inhibe ettigi bulunmustur. Buradan hareketle Ag’iin,
enzimin aktif bolgesine baglandigi ve substrat ile yaris halinde oldugu
gosterilmistir.  Zeytin B-glukosidaz enziminin aktif bolgesinde SH gruplarinin
oldugu ve Ag iyonlarmin bu gruplar1 inhibe ederek enzim aktivitesini azalttig1

diistiniilmektedir.

Zeytin meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine
Pb’nin etkisini arastirdigimizda Pb’nin enzimi yar1 yarigmali tipte inhibe ettigi, K
degerinin 0,012576+0,005682 oldugu ve ICsy degerinin 5,3x10° mM oldugu
bulunmugtur. Pb’nin enzimi yar1 yarigmali tipte inhibe etmesi Pb’nin serbest
enzime degil de ES kompleksine baglanarak inhibisyona sebep oldugunu
gostermektedir. Gueguen ve ark.’nin yapmis oldugu calismada da 10 mM Pb’un,
Zygosaccharomyces bailli mayasindan elde edilen B-glukosidaz enzim aktivitesini
inhibe ederek relativ aktiviteyi %0 yaptig1 belirtilmistir [112]. Bu sonug¢ elde
edttigimiz sonugla uyumludur. Sehirlerdeki atmosferik kursunun %90’ min egzoz
gazlarindan geldigi bilinmektedir [113]. Alkil ihtiva eden benzinle calisan araglarin
egzoz gazlarinda Pb bulunmaktadir. Pb egzoz gazi bilesiminde yer aldig: i¢in
ozellikle islek yol kenarlarinda tarimi yapilan bitkileri etkileme olasilig1 oldukca
yiiksektir. Yapilan bir ¢alismada Ankara’da trafik yogunlugu yiiksek kavsaklarda
yetisen bitkilerin kok ve yapraklarmmdaki Pb miktar1 incelenmis ve Pb birikiminin
%30-60 artt1g1 belirlenmistir [114]. Ayrica petrokimya sanayi, klor-alkali iiretimi,
giibre sanayi, demir-celik sanayi ve termik santrallerden de sulara karistigi
bildirilmektedir.  Bitkiler kursunu esas olarak kokleri ile almakta ve diger
organlarina iletmektedirler [115]. Atik sularin tarimda kullanilmasi ve zeytin
tariminin yol kenarlarinda yapilmasi durumunda, B-glukosidaz enzim aktivitesinin

kursundan etkilenme riskinin ytiksek oldugu sonucuna varilmstir.
Zeytin meyvesinden saflastirilmis olan B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine
Cd’nin etkisi incelendiginde, Cd’nin enzimi inhibe ettigi, ICso degerinin 0.38x10™

mM oldugu bulunmustur. Inhibisyon tipinin belirlenmesi icin yapilan calismalarda
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Cd’un enzimi yarigmasiz tipte inhibe ettigi ve K; degerinin 0,0004296+0,0000094
oldugu hesaplanmistir. Cd’nin enzimi yarigsmasiz tipte inhibe etmesi enzimin aktif
merkezine baglanma icin substratla yaris icinde olmadigi, enzimle ESI kompleksi
olusturabilecek sekilde baglandigi diisiiniilir. Cd’nin petrokimya, klor-alkali
tiretimi, giibre sanayi, demir-¢elik sanayi, termik santrallerden atik sulara karistigi
bilinmektedir. Tarimda atik su kullanimi ile Cd’nin bitkilere gectigi belirtilmistir
[116]. Ayrica Cd’un egzoz gazlarindan da bitkilere gecebilecegi bildirilmektedir
[114].

Incelenen agir metallerden Fe’in zeytin B-glukosidaz enziminin p-NPG
substrat1 varligindaki aktivitesini arttirdigi, Cu Ni, Ag, Pb ve Cd agir metallerinin
aktiviteyi diisiirdiigi belirlenmistir. Enzimi inhibe eden agir metaller i¢inde en
diisiik K sabiti ile Ni’in enzimi en kuvvetli sekilde inhibe ettigi bulunmustur. 1Cs
degerleri acisinda degerlendirildiginde Cd’un, etkisi arastirilan diger agir metallere

gore enzim aktivitesini daha fazla inhibe ettigi tespit edilmistir.

Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir:

v' Zeytin PB-glukosidaz enzimi Sepharose 4BL-tirozin 1-naftilamin kimyasal
yapisina sahip farkli bir hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli ile

saflastirilmagtir.

v" Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile
saflastirilan zeytin meyvesi B-glukosidaz enzimi SDS-PAGE elektroforezinde

yaklasik 65 kDa molekiil agirliginda tek bant olarak goriintiilenmistir.

v Zeytin meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG, oNPG,
pNPGal ve oNPGal substratlarina olan ilgisi arastirilmis ve en yiiksek katalitik
etkinliginin pNPG substrat1 varliginda oldugu tespit edilmistir.

v B-glukosidaz enzimlerinin genel inhibitorlerinden glukoz ve 8-glukonolaktonun

saflastirilmis enzim aktivitesi iizerine etkileri arastirilmig, her iki maddenin de
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enzimi yarigmali olarak inhibe ettigi ve 6-glukonolaktonun inhibisyon etkisinin

glukoza gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Zeytin tarimmda sik  kullanilan deltamethrin, diazinon ve glyphosat
pestisitlerinin saflastirilmig p-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri
incelenmis ve glyphosatin enzim aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir.
Deltamethrin ile diazinon pestisitlerinin her ikisinin de enzimi yarismali olarak
inhibe ettikleri ve deltamethrinin diazinona gore inhibisyon etkisinin daha giiclii

oldugu bulunmustur.

S6z konusu enzim aktivitesi iizerine Cu, Ni, Ag, Fe, Cd, Pb agir metallerinin
etkisi incelendiginde Fe’in enzim aktivitesini arttirdig1 diger agir metallerin ise

enzimi inhibe ettigi goriilmiistiir.

Inhibisyona sebep olan agr metallerin ICso degerleri ve inhibisyon
mekanizmalar1 belirlenmistir. Cu ve Ni agir metallerinin enzim aktivitesini
yarismali, Ag ve Pb’nin yariyarigmali, Cd’un ise yarigmasiz olarak inhibe

ettikleri belirlenmistir.

Xvi



S. KAYNAKLAR

(1]

(2]

(3]

(4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

Laine, RA.” A calculation of all possible oligosaccharide isomers both
branched and linear yields 1.05x10'? structures for reducinghexasaccharide:
the isomer barrier to development of single method saccharide suquencing
or synthesis sistems.” Glycobiology ,4, (1994) , 759-767

Esen, A. B-Glucosidase. In Handbook of Food Enzymology. Hydrolases;
Whitaker, J., Vorage, A.,Wong, D., Eds.; Dekker: New York, (2003) 791-
803.

Vidhyasekaran, P., “Phisology of disease resistance in plants.” Volume
IICRC Pres, inc Boca Raton, Florida (1988)

Giinata, Z., Dugelay, 1., Sapis JC, Baumes, R., Bayonove, C. “Role of the
enzymes in the use of the flavour potential from grape glycosides in
vinemaking.” In: Schreier, P., Winterhalter, P. Progress in flavour precursor
Studies. Allured Publ. (1993)

http://www.internationaloliveoil.org (UZK Uluslararasi1 Zeytinyagi
Konseyi) Olive products market report summary no 38 — april 2010

Harwood, J.L., Yaqoop, P. “Nutritional and health aspects of olive oil.”
Eur.J.Lipid Sci.Technol., 104, (2002) 685 — 697,

Henrissat, B. “A classification of glycosyl hydrolases based on amino acid
sequence similarities.” Biochem. J.,280, (1991) 309-316.

Henrissat, B., “Glycosidase families.” Biochem. Soc. Trans. 26, (1998)153—
156,

Henrissat, B. and Davies, G.J. “Structural and sequence based classification
of glycosyl hydrolases.” Curr. Opin.Struct. Biol. 7, (1997) 637-644.

Lee YC., Lang D. “Automatic analysis of sugar components of
glycoproteins.” J. Biol Chem. 243, (1968) 677-700,

Wardi AH, Allen WS, Turner DL, Stary Z., “Hyaluronate-peptide linkage
group.” Biochim Biophys Acta, 192, (1969) 151-155,

Xvii



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

Henrissat B, Davies GJ: “Glycoside hydrolases and glycosyltransferases.
Families, modules, and implications for genomics.” Plant Physiol, 124,
(2000) 1515-1519.

Henrissat, B., Driguez, H., Viet, C, and SchUlein, M. “Synergism of
cellulases from Trichoderma reesei in the degradation of cellulose.” Bio/
technology 3, (1985) 722-726

Henrissat B., Bairoch A. “ Updating the sequence-based classification of
glycosyl hidrolases” Biochem J. 316, (1996) 695-696

Xu, Z., Escamilla-Trevino, L.L., Zeng, L., , Lalgondar M, Bevan DR,
Winkel BSJ, Mohamed A, Cheng C, Shih M, Poulton JE, Esen A
“Functional genomic analysis of Arabidopsis thaliana glycoside hydrolase
family 1. Plant Molecular Biology 55 (2004) 343-367,

Wiesmann. C., Beste, G., Hengstenberg, W., Schulz,G. “The three-
dimensional structure of 6-phospho-p-galaktosidazfrom Lactococcus
lactis.” Structure 3. (1995) 961-968.

Barrett, T., Suresh, C.G., Tolley, S.P., Dodson, E.J.,Hughes, M.A. “The
crystal structure of a cyanogenic B-glucosidase from white sweet clover, a
family 1 glycosyl hydrolase.” Structure 3. (1995 ) 951-960.

Burmeister, W.P., Cottaz, S., Driguez, H., lori, R., Palmieri, S., Henrissat,
B. “The crystal structure of Sinapis alba myrosinase and a covalent
glycosyl-enzyme intermediate provide insights into the substrate
recognition and active site machinery of an S-glycosidase.” Structure 5
(1997) 663-675.

Sanz-Aparicio, J., Hormoso, JA., martinez-Ripoll, M., Lequerica, J.
“Crystal structure of B-glucosidase A from Bacillus polymixia: insights in
to the catalytic activity in familyl glycosyl hydrolases.” J. Mol. Biol. 275
(1998) 491-502

Nelson, DL., Cox, MM., Ceviri Editorii Kilic, N. Lehninger Biyokimyanin
Ilkeleri . Palme Yaymcilik. 3.. Baskidan ¢eviri, 2005,184

Czjzek M, Cicek M, Zamboni V, Burmeister WP, Bevan DR, Henrissat B,
Esen A. “ Crystal structure of a moncotyledon (maize ZMGlul) -

glucosidase and a model of its complex with p-nitrophenyl B-D-
thioglucoside” Biochem J. 354, (2001) 37-46

Xviii



[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

Cicek, M. Mechanism of substrate specificity and Catalysis in Retaining -
glucosidases From maize and Sorghum. Ph.D. Thesis, Virginia Polytechnic
Institute and State University, Blacksburg, Virginia, 1999

Esen, A., B-Glycosidases Overview. In: A. Esen (Ed.) B-Glucosidases:
Biochemistry and Molecular Biology, ACS Symposium Series 533.
American Chemical Society, Washington, DC, (1993) ,1-5

Verdoucq, L., Morinie" re, J., Bevan, D.R., Esen, A., Vasella, A., Henrissat,
B. and Czjzek, M. “Structural determinants of substrate specificity in
family 1 beta-glucosidases: novel insights from the crystal structure of
sorghum dhurrinase-1, a plant beta-glucosidase with strict specificity, in
complex with its natural substrate.” J. Biol. Chem. 279, (2004) 31796-
31803

Esen A, Cokmus C, “Maize genotypes classified as null at the glu locus
have B-glucosidase activity and immunoreactive protein” Biochemical
Genetics 28, (1990) 319-336,

Esen A, “Purification and partial characterizationl of maize.” Plant Phisiol.
98, (1992) 174-182

Babcock, G.D. and Esen, A. “Substrate specificity of maize b-glucosidase.”
Plant Sci. 101, (1994) 31-39

Hosel, W. and Todenhagen, R. Characterization of a bglucosidase
from Glycine max which hydrolyses coniferin and syringin. Phytochemistry
19, (1980) 331-339.

Cicek, M., Esen, A., “Expression of soluble catalytically active plant
(monocot) b-glucosidases in E. coli.” Biotechnol. Bioeng. 63, 392—40,
(1999)

Withers, SG., Warren, R.A.J., Street, I.P.,” Unequivocal demonstration of
the involvement of a glutamate rezidu of a reatining glucosidase” J. Am.
Chem. Soc. 112 (1990)

Wang ,Q.D., Ttrimbur, R.,Graham, R., Warren RAJ, Withers SG. ”
Identification of the acid/base catalyst in Agrebacterium facealis beta-

glucosidase by Kkinetic analysis of mutants.” Biochemistry 34, (1995)
14554-14562.

Xix



[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

Davies, G., Henrissat, B. “Structures and mechanisms of glycosyl
hydrolases.” Structure 3 , (1995) 853-859

Selmar, D., Lieberei, R., Biehl, B., Voigh, J. “Hevea linemarase, a
nonspecific B-glukosidase” Plant Physiol 83, (1987) 557-567

Hosel W, Conn EE. “The aglikon spesifity of plant B-glucosidases.” Trends
Biochem Sci. 6, (1982) 219-221

Conn, E.E. B-Glycosidases in plants. Substrate specificity. In: A. Esen (Ed.)
B-Glucosidases: Biochemistry and Molecular Biology, ACS Symposium
Series 533. American Chemical Society, Washington, DC, (1993) 15-26.

Czjzek M, Cicek M, Zamboni V, Burmeister WP, Bevan DR, Henrissat

B, Esen A: The mechanism of substrate (aglycone) specificityin -
glucosidases is revealed by crystal structures of mutant maize [3-
glucosidase-DIMBOA, -DIMBOAGIc, and —dhurrin complexes. Proc Natl
Acad Sci USA, 97, (2000) 13555-13560.

Campos N. “A protein from maize labelled with azido-IAA has novel beta-
glucosidase activity.” Plant J. 2, (1992) 675-684

Cicek, M., and Esen, A. “Structure and expression of dhurrinase from
sorghum. Plant. Physiol. 116, (1998) 1469-1478.

Woodward J., Wiseman A, “Fungal and other B-D- glucosidases, their
properties and applications.” Enzyme Mirob. Technol. 4, (1982) 73-93

Opassiri R, Hua Y, Wara-Aswapati O, Akiyama T, Svasti J, Esen A,
Ketudat Cairns JR “ B-Glucosidase, exo-p-glucanase and pyridoxine
transglucosylase activities of rice BGlul”. Biochem J 379, (2004)125-131

Lecas M, Gunata ZY, Sapic JC, Bayonove CL. “Purification and partial
characterization of B-glucosidase from grape.” Phytochemistry, 30, (1991)
451454

Gerardi C, Blando F, Santino A, Zacheo G. Purification and
characterisation of a -glucosidase abundantly expressed in ripe sweet
cherry (Prunus avium L.) fruit. Plant Sci, 160, (2001) 795-805

XX



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

L1, Y., Jiang CJ, Wan, XC, Zhang, X. , L1 D.. “Purification and Partial
Characterization of a-Glucosidase from Fresh Leaves of Tea Plants

(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze)” Acta Biochimica et Biophysica Sinica
37(6), (2005), 363-370

Hosel, W., Tober, 1., Eklund, S.H. and Conn, E.E. “Characterization of b-
glucosidases with high specificity for the cyanogenic glucoside dhurrin in

Sorghum bicolor (L.) Moench seedlings.” Arch. Biochem. Biophys. 252,
(1987) 152-162

Hsieh, M. C.; Graham, T. L. Partial purification and characterization of a
soybean B-glucosidase with high specific activity towards isoflavone
conjugates. Phytochemistry, 58, (2001) 995-1005.

Cameron, R. G.; Manthey, J. A.; Baker, R. A.; Grohmann, K. “Purification
and characterization of a B-glucosidase from Citrus sinensis var. Valencia
fruit tissue.” J. Agric. Food Chem. 49, (2001) 4457-4462.

Odoux, E.; Chauwin, A.; Brillouet, J. M. Purification and characterization
of vanilla bean (Vanilla planifolia Andrews) B-glucosidase. J. Agric. Food
Chem. 51, (2003) 3168-3173

Cicek, M., Blanchard, DR, Bevan Esen A. “The aglikon spesificity
determining sites are in dhurrinese.” J. Biol Chem 275, (2000) 20002-20011

Romero-Segura, C., Sanz C, Perez AG “Purification and characterization of
an olive fruit B-glucosidase involved in the biosynthesis of virgin olive oil
fphenolics” J. Agric. Chem 57 (2009) 7983-7988

Melanocarpus mantar1 Kaur, J., Chadha, B.S., Kumar, B.A., Kaur, G.S.,
Saini, H.S. “Purification and characterization of B-glucosidase from
Melanocarpus sp. MTCC 3922 Electronic Journal of Biotechnology, 10,
(2007) p.260-270

Riou, C, Salmon jM., Vallier, MJ, Gunata, Z. Barre, N “Purification,
Characterization, and Substrate Specificity of a Novel Highly Glucose-
Tolerant b-Glucosidase from Aspergillus oryzae” Applied and
Environmental Microbiology, oct. 1998, p. 3607-3614

Parry, NJ., Beever, DE., Owen, E., Vandenberghe, 1., Beeumen, JV.
“Biochemical characterization and mechanism of a thermostable 3
glucosidase purified from Thrmoascus auranticus” Biochem J. 353 (2001)
117-127

Xx1



[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

Beutler B, Grabowski BA, “The metabolic bases of inherited diseases II.
Scriver, CR., et all eds. McGraw-Hill. New York (1995) 2641-2670

Bautler E, “Gaucher disease: new molecular approaches to diagnosis and
treatment.” Science 256, (1992) 794-798

http://www.biol.vt.edu/faculty/esen/glycosidaselab/index2.html

Thayer, S.S. and Conn, E.E. “Subcellular localization of dhurrin b-
glucosidase and hydroxynitrile lyase in the mesophyll cells of Sorghum leaf
blades.” Plant Physiol. 67, (1981) 617-622.

Esen, A. and Stetler, D.A. “Subcellular localization of maize b-
glucosidase.” Maize Genet. Coop. News Lett. 67, (1993) 19-20.

Kakes, P. “Function and variation of the -glucosidase linamarase in
natural populations of Trifolium repens.” Esen A B-glucosidases overview.
In a-glucosidases: Biochemistry and Molecular Biology Edited by: Esen A.
Washington DC: American Chemical Society; (1993),145-152., ACS
Symposium Series 533

Niemeyer, H.M. “Hydroxamic acids (4-hydroxy-1,4-benzoxazin-3-ones),
defense chemicals in the Gramineae. Phytochemistry 27, (1988)
3349-3358.

Poulton, JE. “Cyanogenesis in plants.” Plant Physiol, 94 (1990) 401-405

Malboobi, M.A. and Lefebvre, D.D. “A phosphatestarvation inducible beta-
glucosidase gene (psr3.2) isolated from Arabidopsis thaliana is a member of
a distinct subfamily of the BGA family.” Plant Mol. Biol. 34, (1997) 57-68.

Stotz, H.U., Pittendrigh, B.R., Kroymann, J., Weniger, K., Fritsche, J.,
Bauke, A. and Mitchell-Olds, T. “Induced plant defense responses against
chewing insects. Ethylene signaling reduces resistance of Arabidopsis
against Egyptian cotton worm but not diamondback moth.” Plant Physiol.
124, (2000) 1007-1017

Fujiki, Y., Yoshikawa, Y., Sato, T., Inada, N., Ito, M., Hishida, I. and
Watanabe, A. “Dark-inducible genes from Arabidopsis thaliana are

associated with leaf senescence and repressed by sugars.” Physiol. Plant.
111, (2001) 345-352

Xxii



[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

Piao, H.L. and Hwang, 1. “A transgenic Arabidopsis plant overexpressing
an ER localized b-glucosidase homolog that is transcriptionally suppressed
by NaCl is hypersensitive to NaCl stres” (direct sequence submission to
GenBank). (2000)

Maleck K, Levine A, Eulgem T, Morgan A, Schmid J, Lawton KA, Dangl
JL, Dietrich RA. “The transciptome of Arabidopsis thaliana during sistemic
acquired resistance.” Nat. Genet. 26, (2000) 403-410

Schmidt, K.P., Burrows, P.R., Davies, K.G., Kammerloher. W., Schaeffner,
A.R., Buck, F., Cai, D. and Grundler, F.M.W. “A root specific myrosinase

in Arabidopsis responding to cyst nematode infection (direct sequence
submission to GenBank).” (1995)

Sue M, Ishihara A, Iwamura H. ‘“Purification and caracterization of a
hydroxamic acid glucoside B-glucosidase from wheat seedlings.” Planta
210, (2000) 432-438

Grohmann, K.; Manthey, J. A.; Cameron, R. G.; Buslig, B. S. Purification
of citrus peel juice and molasses. J. Agric. Food Chem. 47, (1999) 4859-
4867,

Fenwick GR, Heaney RK, Mullin WIJ. “Glucosinolates and their breakdown
products in food and food plants.” CRC Crit Rev Food Sci Nutrl8, (1983)
123-201

Lecas M, Giinata YZ, Sapis JC, Bayonove C. “Purification and partial
caracterization of B-glucosidase from grape.” Phytochemistry; 30, (1991)
451-54

Hartman Schreier J, Schreier P, “Purification and partial caracterization of
B-glucosidase from papaya fruit.” Phytochemistry; 451-54, (1986) 2271-
2274:

Giinata Z, Bitteur S, Brillouet JM, Bayonove C, Cordonnier R. “Sequential
enzymatic hydrolysis of potentially aromatic glycosides from grape.”
Carbohydr Res, 184 (1988) 139-149

Gunata, Y. Z.; Bayonove, C. L.; Baumes, R. L.; Cordonnier, R. E. “The
aroma of grapes. I. Extraction and determination of free and glycosidically

bound fractions of some grape aroma components” J. Chromatogr. 331,
(1985) 83-90

XXiii



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

Wang D, Yoshimura T, Kubota K, Kobayashi A. “Analysis of
glycosidically bound aroma precursors in tea leaves. 1. Qualitative and

quantitative analyses of glycosides with aglycons as aroma compounds.” J
Agric Food Chem 48, (2000) 5411-5418

Beguin, P. “Molecular biology of cellulose degradation.”
Annu. Rev. Microbiol 44 (1990) 219-248.

Persson I, Tjerneld F, Hagerdal HB, “Fungal ccellulolytic enzyme
production.” A review. Process Biochemistry 26, (1991) 65-74

Demirkan, G. Climacocystis borealis'den -glukozidaz enziminin
saflagtirilmasi ve karakterizasyonu. Yiiksek Lisans tezi. 2009 KATU

Bhat, M.K. “Cellulases and Related Enzymes in Biotechnology”
Biotechnol. Adv. (2000).18, 355-383.

Leah, R., Kigel J., Svendsen, 1. and Mundy, J. “Biochemical and molecular
characterization of a barley seed bglucosidase.” J. Biol. Chem. 270, (1995)
15789-15797

Dharmawardhana, D.P., Ellis, B.E. and Carlson, J.E. A b-glucosidase from
lodgepole pine specific for the lignin precursor coniferin. Plant Physiol.
107, (1995) 331-339.

Schliemann, W. “Hydolysis of conugated gibberellins by B-glucosidases
from Dwarf rice”. J. Plant Physiol. 116, (1984) 123-132

Brzobohaty, B., I. Moore, P. Christofferson, L. Bako, N. Campos, J. Schell,
and K. Palme Science 262, (1993) 1051-1054

Opassiri R, Ketudat Cairns JR, Akiyama T, Wara-Aswapati O, Svasti J,
Schliemann W: “Hydrolysis of conjugated gibberellins by -glucosidases
from dwarf rice (Oryza sativa L. cv. Tan-ginbozu).” J Plant Physiol,
116:123-132. (1984)

Kore H, Bisesi M. Handbook of Environmental Health And Safety, Lewis
Publishers, Florida. (1996)

Delen N, Durmusoglu E, Giincan A, Giingodr N, Turgut C, Burcak A..
Tiirkiye’de Pestisit Kullanimi, Kalint1 ve Organizmalarda Duyarhilik
Azalist Sorunlari, Tiirkiye Ziraat Miihendisligi 6. Teknik Kongresi. (2005)

XX1V



[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

http://www.gencziraat.com/Zaralilar-ve-Mucadele-Yontemleri/insektisitler-
Bocek-ilaclari-2-.B.html

Deltamethrin ilacinin etiketi

Diazonon ilacinin etiketi

Glyphosate ilac1 etiketi

Giiven A, Kahvecioglu O, Kartal G, Timur S, 2009. Metallerin Cevresel
Etkileri-IIT http://www.metalurji.org.tr/dergi/dergil 38/d138_6471.pdf,
(Erigim tarihi:12.09.2009)

Sarkar B. Heavy Metals in the Enviroment, Marcel Dekker, Inc. New
York. 2002.

Selinus O, Alloway B, Centeno JA, Finkelman RB, Fuge R, Lindh U,
Smedley P(Editors), Essentials of Medical Geology, Impacts of
Natural Environment on Publice Health, Elsevier Academic Pres, 2005.

Dé6kmeci I, Dékmeci AH, Toksikoloji Zehirlendirmede Tan1 ve
Tedavi, 4.Baski, Nobel Tip Kitabevleri, 2005.

Sienko, R.A. Temel Kimya (Chemistry:Principles and Properties),
(Cevirenler: Giindiiz N., Giindiiz T., Tiiziin C., Pulat E., Uneri S., Zeren A.,
Ozgiiner S.), Savas Yayinlar1,Fen Bilimleri Dizisi. 1983

Kahvecioglu O, Kartal G, Giiven A, Timur S. Metallerin Cevresel
Etkileri-I, Metalurji, 136.Say1, (2009)
http://www.metalurji.org.tr/dergi/dergil 36/d136_4753.pdf.

Kukul, Y.S., Unal Caliskan, A.D., Anac, S. “Aritilmig atik sularin tarimda
kullanilmas1 ve insan saghig1 yoniinden riskler.” Ege Univ. Ziraat Fak.
Derg., 44 (3), (2007) 101-116

Yemenicioglu, A., Cemeroglu, B. “Hale haven seftalilerinde polifenol
oksidaz enzimlerinin bazi nitelikleri” Tr. J. of Agriculture and Forestry
22(1998) 261-265

Telefoncu A. Biyoteknoloji. Ege Universitesi Basimevi Bornova 1996

XXV



[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

Lowry O., Rosebrough, RJ., Farr, AL., Randall, RJ. “Protein measurement
with the folin phenol reagent” (1951) 265

Sinan, S., Kockar, F.,Arslan, O. “Novel purification strategy for human
PON1 and inhibition of the activity by cephalosporin and aminoglikozide
derived antibiotics” Biochimie 88 (2006)565-574

Laemmli UK: Cleavage of structural proteins during the assembly of head
of bacteriophage-T4. Nature 227:680-685,1970.

Yu, HL.,Xu, JH., Lu, WY., Lin, GL,” Identification, purification and
characterization of _-glucosidase from apple seed as a novel catalyst for
synthesis of O-glucosides.” Enzyme and Microbial Technology 40 (2007)
354-361

Karnchanatat, A., Petsom, A., Sangvanick, P., Piaphukiew, J. Whalley A,
Reynolds, C., Sihanont P. “Purification and chemical characterization of an
extracellular beta- glukosidase from the food decaying fungus Daldinia
eschscholzii” (2007)

Elvan,H. Lepista flaccida (sowerby : fr.) pat. mantarindan B-glukozidaz ve
endoglukanaz enzimlerinin kismiolarak saflastirilmasi ve karakterizasyonu
Yiiksek Lisans tezi 2009 KATU

Robyt, JF., White, BJ., “Biochemical Technicues Theory and Practice”,
(1990), Waveland Pres, Inc.p:98.

http://www.chromatography.amershambiosciences.com

Aguiar, J.A.K. and Michelacci, Y.M. “Preparation and purification of
Flavobacterium heparinum chondroitinases AC and B by hydrophobic
interaction chromatography”. Braz J Med Biol Res, May (1999), 32(5) 545-
550.

Pond, AL., Chambers, HW., Coyne, CP., Chambers, JE., Purification of
two rat hepatic proteins with A-esteraseactivity toward chlorpyrifos-oxon
and paraoxon, The journal of pharmacology and experimental therapeutics,
(1998), 286(3), 1404-1411.

XXVi



[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

Ogiit, S., Kiiciikoner, E. “Isparta ve cevresinde tarimsal iiretiminde
kullanilan 6nemli tarim ilaglar1” Tiirkiye 10. gida kongresi Erzurum 2008

Rotrekl, V., Nejedla, E., Abdallah, I., Palme, F., Brzobohaty B. “The role of
cistein reziduin structure and enzyme activity of maize beta-glucosidase.”
Eur J. Biochem.266,(1999) 1056-1065

Hakulinen ,N., Paavilainen, S., Korpela, T., Rouvinen, J. “The crystal
structure of beta-glucosidase from Bacillus circulans.sp
alcolophilus:agabeylity to form long polymeric assemblies.” J. Struc. Biol.
129, (2000) 69-79

Gueguen, Y., Chemardin, P., Arnaud, A., Gaizy, P. “Comparative study of
extracrllular and intracellular B-glucosidases of a new strain of
Zygosaccharomyces bailli isolated fromfermenting agave juice” Journal of
Applied Bacteriology, 78, (1995) 270-280

http://www.yildiz.edu.tr/~sandalci/dersnotu/TC/TC2.pdf

Karademir, M., Toker, CM. “‘Ankara'nin baz1 kavsaklarinda yetisen ¢im
bitkilerinde egzoz gazlarindan gelen kursun birikimi” Ekoloji 26 (1998) 9-
12

Jones, L. P. H., Clement, C. R. and Hopper, M. J., Lead Upkate from

Solution by Perennial Ryegrass and It's Transport from Rools to Shoots.
Plant and Soils, 38, (1973) 403-414

Bas, L., Demet, O. “Cevresel toksikoloji yoniinden baz1 agir metaller”
Ekoloji, (1992) 5, 42

XXVil



