BAZI AGAC KABUGU EKSTRAKTLARININ SAF PPO ENZIMi UZERINDEKI ETKILERININ BELIRLENMESI
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GIRIS
Polifenol Oksidaz Enzimi
Polifenol oksidaz (E.C.1.14.18.1) (PPO) yapisinda kofaktor olarak bakir iceren oksido rediiktaz sinifina ait enzimatik kararma reaksiyonlarini katalizleyen bifonksiyonel bir enzimdir. Bitkiler aleminde bulunmasinin
yani sira mikroorganizmalarda 6zellikle funguslarda, bazi hayvansal organlarda ve ayrica kabuklu deniz hayvanlarinda da bol olarak bulunan bir enzimdir. Birgcok sebze ve meyvenin icerisinde; zeytinlerin 6zellikle
katekol substrati izerine, en yiiksek PPO aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.

Agac Kabugu
Kabuk, vaskiler kambiyum tarafindan Uretilen aga¢ gdvdesini, dallarini ve kdkiinl ¢cevreleyen kambiyumun dis tabakasidir. Kabuk, odunla benzer yapilar gésterse de genel itibariyle anatomik ve kimyasal yapilar
bakimindan oduna nazaran daha karmasik ve heterojen bir yapiya sahiptir. Agacin toplam agirhiginin %10-15'ni olusturmaktadir.

Bu galismada; daha dnceden Arslan ve grubu tarafindan sentezi yapilmis olan Sefaroz-4B-L-tirozin-p-amino-benzoik asit afinite jeli ile PPO enzimi muz meyvesinden saflastinimistir. Daha sonra, agag kabugu)
ekstraktlarinin enzim Uzerindeki etkileri arastiriimistir.
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Kabuk heterojen yapidadir ve kimyasal yapisi biyuk bir gesitlilik sergilemektedir. Kabuk kimyasal yapisinin aydinlatiimasi cogu zaman oldukg¢a giictiir ve elde edilen verilerden anlamsiz sonuglar ¢gikmasi miimkiindir—
Ornegin; Kabugun yapisinda bulunan seliiloz ve hemiseliilozlar odundaki yapiya benzer 6zellikler gostermektedir. Ancak lignin icin ayni seyi ifade etmek miimkiin degildir. Ekstraktif maddelerden arindirimis kabukta
standart lignin analizi yanlis sonuglar verebilmektedir. Bunun nedeni ‘lignin’ olarak adlandirilan kismin gercek lignin ve suberize olmus flobafen karisimi olmasindan kaynaklanmaktadir.

Zeytin agaci kabugu, biyolojik ve farmakolojik agidan ¢esitli saglk yararlarina sahip olan dogal bir kaynaktir. Zeytin agacinin kabugu, oleuropein adi verilen bir bilesen igerir, bu madde antioksidan ve anti-inflamatuar
Ozelliklere sahiptir. Oleuropein, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltarak hiicresel hasar &nleyebilir ve bagisiklik sistemini destekleyebilir. Ayrica, antibakteriyel ve antiviral etkileri sayesinde
enfeksiyonlara karsi koruyucu olabilir. Zeytin agaci kabugunun bu saglik yararlari, geleneksel tipta ve modern arastirmalarda ilgi ¢ekici bir konu olmustur.

Cam agaci kabugu, biyolojik ve terapétik 6zellikleri nedeniyle cgesitli alanlarda kullanilan 6nemli bir dogal kaynaktir. Bu kabuk, 6zellikle prosiyanidinler, flavonoidler, fenolik asitler ve diger biyoaktif bilesenler igerir.
Prosiyanidinler, gicli antioksidan 6zelliklere sahip olup, serbest radikallerle savasarak hiicresel hasar azaltabilir ve yaglanma sirecini yavasglatabilir. Ayrica, cam kabudu anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir ve bu
nedenle iltihapli durumlarin kontroliinde etkili olabilir.
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YONTEM

am ekstrakt hazirlanmasi amaciyla, 50 g muz 100 mL (% 0.5 polietilen glikol ve 10 mM askorbik asit ihtiva eden) 0.5 M, pH:7.30, fosfat tamponu iginde ev tipi blender ile 2 dakika siireyle homojenize
edildi. Homojenat iki kat tilbentten stiziildi. Stiziinti 20000 x g'de + 4°C'de 1 saat siireyle santrifiij edildi. Bitki duvarlarini ve seliilozik lifli kismi igeren ¢dkelek atildi. Elde edilen siipernatant ham
ekstrakt olarak kullanildi. Amonyum siilfatla goktiirme islemleri %0-80 arasinda doygunlukta yapildi. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz torbasi igine alinarak, tampona (5 mM
fosfat tamponu, pH: 6.3) karsi 3-4 defa degistiriimek suretiyle 24 saat siireyle diyaliz edildi. Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit afinite kolunu 0.05 M fosfat tamponu (pH: 6.0) ile dengelend.i.
Diyaliz sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edildi ve yine 0.05 M Na2HPO4 tamponu (pH:5.0) ile yikandi. Daha sonra 0,05 M pH=7,00 Na2HPO4 /1 M NaCl tamponu ile enzim eliisyonu
yapildi ve 2’ser mL halinde tiiplerde fraksiyonlandi. Eliatlarda 280 nm’de protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi. Farkl inhibitorlerin IC50 degerlerini bulmak igin, optimum sartlarda katekol
substratinin 10 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Once inhibitérsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger % 100 aktivite olarak kullanildi. Degisik inhibitdr konsantrasyonlarina karsilik gelen
absorbanslar 420 nm'de kére karsi okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. Bu grafiklerden yararlanarak her bir inhibitor igin IC50 degerleri hesaplandi.

SONUC

u arastirmada, agac kabugu ekstraktlarinin kullanimiyla ilgili olarak, afinite kromatografi yontemiyle saflastirimis PPO (polifenol oksidaz) enzimi tizerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan deneylerde, s6z konusu
ekstraktlarin PPO enzimini gesitli oranlarda inhibe etti§i gézlemlenmis ve bu inhibisyonun incelenen parametreler lizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
== Calismamizin 6nemli bir bulgusu, dogal kaynaklardan elde edilen agaci kabugu ekstraktlarinin, endistriyel anlamda buiyiik bir &neme sahip olan PPO enzimini inhibe etmesidir. Bu inhibisyon, 6zellikle gida endiistrisi,
" tarim ve tekstil gibi sektérlerde 6nemli rol oynayan PPO enzimini kontrol altina alma potansiyelini sunmaktadir.

Elde edilen sonuglar, dogal kaynaklardan elde edilen bitki ekstraktlarinin enzimatik aktiviteler tizerindeki olasi uygulamalarini anlamamiza katki saglamaktadir. Ayrica, bu bulgularin endiistriyel siiregclerde PPO enzimi

mm tarafindan katalizlenen reaksiyonlan diizenleme amaciyla kullanilimasi, ¢esitli sektérlerde iglenebilir ve stirdiriilebilir géziimler sunma potansiyelini tagimaktadir.

== Sonug olarak, agag kabugu ekstraktlarinin PPO enzimi tzerindeki etkilerini sistemli bir sekilde degerlendirerek, dogal kaynaklardan elde edilen bilesenlerin endistriyel uygulamalarda nasil kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Elde edilen bulgular, cesitli zeytin ve ¢am agdaclarinin kabuklarinin uygun yodntemlerle ekstrakte edilerek s6z konusu enzim {zerindeki etkilerin daha detayli bir sekilde incelenip literatiire
kazandirilabilecegini géstermektedir. Bu sayede, temel bilim ve endistriyel uygulama alanlarinda gelecekte yapilacak arastirmalara énemli bir yol g&sterici olabillir.
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