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BRASSICA OLERACEAVAR. ACEPHALA'DAN ELDE EDILEN
EKSTRENIN ANTIBAKTERIYEL ETKISI, MUS MUSCULUS
BALB/C FARELERININ PLAZMA PROTEINLERI UZERINE ETKISI
VE KISMi SAFLASTIRILMASI

PARTIAL PURIFICATION AND ANTIBACTERIAL EFFECTS OF
BRASSICA OLERACEA VAR. ACEPHALA EXTRACT AND
INVESTIGATIONS OF ITS EFFECTS ON THE PLASMA PROTEINS
OF MUS MUSCULUS BALB/C MICE

Ersin BAYRAKDAR* - Ertugrul YURTSEVER®* - Turay YARDIMCI*

SUMMARY

When the antibacterial activity of the extract was examined using the difusion
method against the standart bacteria strains obtained from ATCC, it has been observed
that the exiract has inhibited the multiplication of the E. coli, E. hirae, S. aureus, B.
sublitis and B. cereus. The extract caused increase in total plasma protein level afier 15
days treatment from 40.01 £ 1.72 mg/ ml to 52.62 + 5.44 mg/ ml ( n = 10). In the mice with
solid EAT, the total plasma protein level was 46.06 £ 1.45 mg / ml while in the normal
mice was 40.35 £ 1.71 mg / ml. The total protein level in plasma was determined by Lowry
method. When plasma protein distribution was examined with DAVIS - PAGE, incerases
were detected in albumin and v - globulin fractions after extract treatment for 15 days,
these increases were statistically significant ( n= 7). The plasma protein distirbution was
also examined with isocratic HPLC, 55000 Da protein was detected in the plasma of EAT
mice and in the plasma of 15 days exiract applies normal mice, the protein disappeared in
EAT mice after the treatment with the extract. When plasma proteins were examined with
SDS - PAGE | 4 proteins which have molecular weights of 10000, 17000, 52000, 65000 Da
were detected. The 95 % cut (NH)9SG  precipitation of the extract and dialysis gave 9500
, 15500, 55000, 66000 Da proteins. After eceton precipitation of the extract only one protein
with a molecular weight of 63000 Da was isolated. When 20mg extract /0.5 ml phosphate
buffer ( 0.1 M, pH=7), was applied toe HPLC ccolumn as 25 ul, only one protein which has a
molecular weight of 65000 Da was detected.

* Marmara Universitesi Eczaalk Fakiltesi, Biyokimya Anabilim Dal, 81010
Haydarpasa / ISTANBUL
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GZET

ATCC'den elde edilen standart bakieri suslarina kars difizyon metodu ile
eksirenin antibakteriyel etkisi incelendiginde E. coli, E. hirae, 8. aureus, E. sublitis ve B.
cereus bakterilerinin gogalmasini inhibe ettigi gorilmistir. Ekstrenin in vive olarak
normal farelerin total plazma konsantrasyonunu 15 giinde (40,01 + 1,72) mg / ml'den ( 52,
62 = 5, 44) mg/ml ' ye gikardig ( n = 10 ) gorilmastir. Bu deferler normal fareler icin (40,
35 = 1,71, kati EAT tumdérli fareler igin ise 46, 06 11,45 mg/ml olarak bulunmustur (n =
10). Total plazma protein konsantrasyonu Lowry yéntemiyle leiimiistir. Flazma protein
dagiivn  DAVIS . PAGE yontemiyle incelendiginde, albumin ve vglobulin
fraksiyonlarinda, 15 giin ckstre uygulanmasi sonucuy, istatiksel olarak anlaml artislar
bulunmustur (n =7). Plazma protein daghm izokratik HPLC ile incelendiginde, 55000 Da
molekiil agirhigindaki bir proteinin normalde bulunmadigs, in vive eksire uvgulanmas
sonucu ortaya ¢ikbifh ve aym proteinin timérld farelerde de bulundugu, eksire ile
tedaviden sonra kayboldugu bulgularimiz avasindadir (n = 7). Ekstrenin 8DS - PAGE
analizinde molekiil afrhiklan 10000, 17000, 52000, 65000 Da olan 4 protein gémilmusiar,
Ekstredeki proteinler % 95 kesitli (NH )9 SOy ile coktiiriliip diyaliz yapildiktan sonra SDS
- PAGE analizi yapildifnnda ise molekil agrhikianm 8500 , 15500, 55000, 66000 Da olan 4
protein gorilmusgiir. Ekstre aselonla ¢sktirtlip SDS - PAGE analizi yvapildifinda 83000
Da molekil agirh@inda tek bir protein bulunmustur. 20mg ckstre / 0,5 mil (0,1 M, pH=7)
fosfat tamponu, 25 pl olarak HPLC kolonuna uygulandifinda 85000 Da molekil agirhiinda
tek bir protein gorildi.

GIRIS VE AMAC

Son senelerde lahana, Britksel lahanasi, karnibahar vb. gibt
Cruciferae bitkilerinin igeriklerinin karsinogenesisi etkiledigini gosteren
raporlar dikkati cekmektedir. S6z konusu bitkilerin tiiketilmesi ile
insanlarda ¢esiti  kanser (tdrlerinin  azalmas: arasinda  iligki
gérilmektedir (1,2). Bu bitkilerden izele edilen baz: maddelerin
hayvanlarda karsinogenesisi inhibe ettigi bildirilmistir (3,4). Bu
bitkilerin antitimoral, antibakteriyel (5) ve guatrojenik (6) etkileri
yvaninda koagiilasyona etkisi de (7) rapor edilmistir.

Brassica Oleracea Var. Acephala yapraklarindan eter, petrol eteri,
etil alkol ekstraksiyonu, AloOg3 ile kolon kromatografisi sonucu elde
ettifimiz  ekstrenin  antitiimoral, antiagregan, profibrinolitik ve
antitrombotik etkileri (8), in vitro olarak doku kiltirinde bir
eritrolésemi hiicre dizisi olan K 562 'ye kars: sitotoksik etki gosterdigi,
normal fare dalak hiicrelerine karsi etkisiz kaldign (9) onceki
yaymlanmzda rapor edilmistir. Bu kadar 6nemli biyolojik aktivite
gosteren bu ekstrenin mikrobiyolojik ve biyokimyasal vonden
etkilerininde arastirlmasimi gerekli gordigiimiizden bu calismanizda
ekstrenin in vito olarak antibakteriyel etkisi, normal ve tiumérli
farelerde in vivo olarak plazma proteinleri {izerine etkisi aragtirimstar.

e
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MATERYAL VE METCD
Ekstrenin elde edilisi Sekil 1'de gésterilmistir.

Karalahana (50 ke)
Blender
Karalshana suyu (8 1) ~ Petrol steri ile skstraksiyon
Ust’fu Au. faz
Etil eter ile ekstraksiyon
Ust’ faz Alt “fas
l % 96 Etanocl
gux«ﬁu . 81\’1 faz

Liyofilizasyon,

A120 {ndtral) kolon
krcmgtog'rnfisi,

% 96 etanol ile slilsyen

Fra.h?iyon 1 hsksi%on 2 ﬁaks!yon 3 F‘raksiych 4 F‘raksi}ox} 5
(renksiz) (yegil) (mari) (vegil) (renkaiz)
200 ml 400 m1 50 ml 600 ml 100 ml
{Aktif ekstra)

Asetonla ¢dkilirilime
Ekstre-is,

Sekil - 1 : Karahalana eksterisinin elde edilisi.
a) Aly04 kolon kromatografisi

280 g notral AlyO3, 150 ml etanolde karistirihp, 4 cm capinda 40
em yiiksekligindeki cam kromatografi kolonuna dolduruldu. 250 ml
etanolle yrtkandi. 20 g karalahana konsantresi, 40 ml etanolde ¢oziilerek,
kolona uygulandi. Eliisyona etanolle devam edildi. 200 ml'den sonra 400
ml klorofil igeren 2. kisim toplandi. 3. etapta 50 ml sar1 renkli fraksiyon
toplandi.  Biitin fraksiyonlar liyofilize edildi. Yapilan hayvan
deneylerinde 3. fraksiyonun antitiimoral aktiviteye sahip oldugu
gorildi. Bu deneylerde, liyofilize edilerek konsantre edilen bu
fraksiyondan 20 mg tartilarak 0,5 ml serum fizyolojikte ¢oziildii ve (i. p.)
olarak farelere enjekte edildi.
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b) Ekstrenin antibakteriyel etkisinin incelenmesi

Deneylerde standart nutrient agar besi yeri kullamildi. Standart
suslarin buyondaki bir gecelik kiiltiirlerinden hazirlanan taze bakteri
suspansiyoniar1 1/ 100 oraninda sulandirilarak besi yeri iizerine pastor
pipetiyle 0,1 ml yayild: ve kurutuldu. Daha sonra 6zel mantar delicisiyle
aglmig kuyulara, karalahana ektresi ¢esith konsantrasyonlarda ( streril
distile suda g¢bzilerek hazirlanmis) 0,1 m! konuldu. 37 "C'de 24 saat
inkiibasyona biwrakildi. Inkibasyon sonucunda inhibisyon zonlar:
lglilerek degerlendirilmeye gecildi.

¢} Hayvan denevleri

Deneylerde Mus Musculus Balb / C tiird fareler kullamldi. 15 giin
boyunca her giin (20 mg ekstre / 0,5 ml serum fizyolojik ) alinan kan
ornekleri deney grubu, 0,5 ml serum fizyolojik uygulanan normal
farelerden ahinan kan érnekleri ise kontrol grubu olarak kullanildi.

Ayrica kati Ehrlich Ascites tiimorli (EAT) farelerden 15 giin
boyunca her gin (20 mg ekstre / 0,5 ml serum fizyolojik)
uygulananlardan alinan kan ornekleri deney grubu, 0,5 ml serum
fizyolojik uygulananlardan alinan kan 6rnekleri ise kontrol grubu olarak
kullanild:. Uygulamalar (1. p.) olarak yapild:.

Farelerin kuyruklarindan hematokrit tipleriyle ahinan kanlar
hematokrit cihazinda 10000 rpm'de g¢evrilerek plazma kisrm ahinda.
Deneylerde kullanilmak tizere - 20 *C'de sakland.

d) Plazma proieinlerinin incelenmesi

1) Plazma total protein konsantrasyonu Lowry yéntemi (10) ile
dleiildi.

2) Karalahana ekstresinin plazma protein fraksiyonlar tzerine
etkileri DAVIS - PAGE yéntemi (11) ile incelendi.

Marker soliisyonu : 2,85 g tris, 12,8 ml IN H3POy, 20 g sucrose, 2
g bromophenol blue, distile su ile 100 ml'ye tamamland..

Anod soliisyonu ( pH= 8,1): 12,1 g tris, 50 ml IN HCI, distile su ile
1000 ml'ye tamamlands

Katod soliisyonu ( pH= 8,7) : 6,32 g tris, 3,94 g glisin, distile su ile
1000 ml'ye tamamlanda.
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Boyama solsyonu : 0,625 g comassie brillant blau R- 250 , 113,5
ml methanol, 113,56 mi distile su , 23 ml asetik asit.

Boyama stresi 30 dakikadir. Jellerin dékildiugi tiplerin boyu 8,
capt ise 0,56 cm'dir. Bu tiiplere § cm yitksekliginde ayirma jeli, bu jelin
istinde 1 cm kalinhginda konsantrayon jeli dokildii.

Protokol swvisi, 100 pl reaksiyon hacmi igin 50 ul marker, distile su
48 ul, 6rnek plazma 2 pl konularak hazirlandi. Jel dizerine 50 pl
uygulandi. Protokol sivisy, konsantrasyon jelini gecene kadar 2 mA,
gectikten sonrada 4 mA akim uygulandr (1 jel i¢in). Protokol sivisi jelin
bitimine 1 em yaklastiginda akim kesildi. DAVIS - PAGE jellerinin
akrilamid konsantrasyonu % 7,5 idi. Kontrol ve deney gruplarninin
plazma protein bantlarin iceren jeller, jel dansitometresine konarak jel
divagramlam elde edildi. Bu diyagramlardaki plazma protein pikleri
albumin, 0y + Oy — globulin, B - globulin, v - globulin fraksiyonlan olarak
gruplandimlarak, toplam alana karsi % 'de fraksiyen alanlar: bulundua.
Lowry yontemiyle bulunan total protein konsantrasyonu degerlerinden
her bir fraksiyonun protein konsantrasyonu mg/ ml olarak bulundu.

3) Plazma proteinlerinin molekil agirhklanna gére ayinminda ve
ekstrenin kismi saflastinimasmda izokratik HPLC kullamlda.

Cihaz : Model 510 pompa (Waters)
Enjektor : Valf tipi, Model USK (Waters)

Dedektor : degisken dalga boylu UV, 280 nm, 0,05 AUFS Model
481 (Waters)

Kolon : Protein PAK - 300 SW (Waters)
Kaydedici : Data module, Model 730 (Waters)
Mobil faz : 0,1 M fosfat tamponu (pH=7)

Akis hizi: 1 ml/ dak

Kagit hizi: 1 em/ dak

Plazmalar ve 20 mg ekstre / 0,5 m1 { 0,1 M, pH=7) fosfat tamponu
HPLC kolonuna 10 uyl uyguland:.
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e} Karalahana ekstresinde protein analizleri

1) Amonyum siilfat presipitasyonu : 800 mg ekstre 4 ml distile
suda ¢6ztidi. O°C 'de 1 ml'ye 630 mg %95 kesitli sulp (NH,)9S0, olacak
sekilde konarak manyetik kanstirieida kanstimldi Elde edilen ¢ozelti
6000 rpm'de 30 dakika santrifiij edilerek ¢okelek en az 0,1 M sodyum
fosfat tamponunuda ( pH = 7) eritildi ve ayni tamponda +4 C'de 2 giin
diyalize tabi tutuldu. Diyaliz tiplerinden alinan diyaliz sivisi liyofilize
edilerek deneylerde kullanmidw

2) Ekstreden asetonla ¢oktirilen kismin elde edilisi

AloO3 kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyon - 3 aseton
igine damlatilarak ¢oktirilda. Coken beyaz madde aseton i¢inde bir gece
pekletildi. Coken madde ahlnarak bir ka¢ kere asetonla yikandi ve
kurutuldu. Hidroskopik §zellikte olan bu beyaz toz deneylerde kullamilda.

3) Karalahana ekstresindeki proteinlerin molekil agrhklarimm
olgiilmesi : Olgimlerde SDS - PAGE yéntemi kulamld. (12). Jellerde
akrilamid konsantrasyonu % 5 idi. Standart molekiil agnrhi kiti olarak
Sigma 6H kiti kullanildi. Ornek tamponu : 1, 02 g Na HPO,, 0442 ¢
NaHyPO4 Hp0, 1,0 g SDS, 1 ml 2- MET, 0.015 g BFB, 36 g tire distile
su ile 100 ml'ye tamamiand.

Jel tamponu : NaHoPO4.2HoO'den 8,84 g, NagHPO'den 20,45 g, %
107uk SDS'den 20 ml ahnarak distile su ile 1000 ml'ye tamamland.
Fiksatif ¢ozeltisi : 400 m! metanol, 70 ml asetik asit, 530 ml distile su.
Boyama ¢ézeltisi : 400 ml metanol, 70 ml asetik asit, 2,5 g comassie
brillant blau R - 250 distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. 100 pl 6rnek,
100 pl 8rnek tamponu alinarak kargtinildi. bu karigim 100°C'de 1 dakika
bekletilerek proteinler denatiire edildi ve jel basina 30 pl uyguland:.
Ayni iglem standart proteinler icinde yapildi. Jel bagmma & mA akim
uygulandi. Jeller fiksatif c¢ozeltisinde 15, boyama ¢ézeltisinde 12 saat
tutularak boyama islemi tamamlandi. Standart proteinlere ait Re
degerleri ve log (mol. ag) degerleri yardimiyla regresyon denklemi
bulundu. Karalahana ekstresindeki proteinlerin Ry degerleri, jellerden
hesaplanarak, regresyon denkleminde yerine konuldu. Denklemden
bulunan log (mol. ag.) degerleri yardimyla her bir proteinin molekiil
agirhg hesapland:.

Karalahana ekstresindeki ve fare plazmalarindaki proteinlerin
molekiil agirhklari sigma standart proteinleri yardmmyla HPLC
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kromatogramlarindan slgildi. Standart proteinlerin Ry ve log ( mol. ag)
degerleri yardimiyla regresyon denklemi bulundu. Molekil agirhg
bulunmak istenen proteinin Ry degeri bu denklemde yerine konuldu.

BULGULAR

a) Karalahana eksiresinin in viiro slarak
antibakieriyel eftkisi

Kuyulara (50 mg ekstre / 0,5 ml steril distile su) karigsgmindan 0,1
ml konularak bulunan antibakteriyel etki Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo - 1 : Karalahana ekstresinin antibakteriyel etkisi.

Bakteriler Kodu Inhibisyon zonu
{mm)
Micrococcus enter ATCC 9041 0
Proteus mirabilis ATCC 14153 0
E. coli ATCC 8739 3
E. coli ATCC 11229 4
Pseudomonas auruginesa ATCC 25019 0
Enterococcus hirae ATCC 8043 4
Staphylococcus aureus ATCC 6338 3
Bacillus sublitis ATCC 6633 7
Bacillus cereus ATCC 11778 7

b} Karalahana ekstresinin normal farelerin total plazma
protein konsanirasyonu iizerine etkisi

Lowry yontemiyle yapilan o¢lgtimlerde, karalahana ekstresinin
normal farelerin total plazma protein konsantrasyonunu 15 giinde 40,01
+1,7mg/ ml'den 52, 62 + 5,44 mg/ ml'ye arttirdig gorilmiistir. Bu artis
istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (n =10).

Diger taraftan normal farelerde total plazma protein
konsantrasyonu 40, 35 + 1,71 mg/ ml iken timorli farelerde 46,06 £ 1,45
mg / ml olarak bulunmustur,
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¢) Karalahana ekstresinin normal farelerin plazma protein
fraksiyvonilar: iizerine efkisi

DAVIS - PAGE jel diyagramlarmda 17 protein piki gorildii.
Karlahana ekstresinin 15 giin uygulanmas: sonucu 1. pik ( albumin) ve
12., 13, 17. piklerde (y - globulin fraksiyonu) istatistiksel bakimdan
anlamh artiglar gorildii. Bu 17 protein pikinin dizenlenmesiyle elde
edilen protein fraksiyonlan iizerine karalahana ekstresinin etkisi Sekil
2'de gosterilmistir.

g T .
Konirol [ Basisngic Densy ,
+ S F. oS eun + pksire ,_7
n:7 n:7

26 -t il

)

Protein Kons. {mg/mi)

Yol ,
Alb dé];:z A ~Glob. ¥~Glob. .

Sekil - 2: Karalahana ekstercsinin normal fare plazma protein fraksivonlar
lzerine etkisi.

Plazma protein fraksiyonlar
Kontrol grubundaki degisimler istatistiksel bakimdan anlamsiz

bulunmustur. deney grubunda ise albumin ve 7y - globulin
fraksiyonlarindaki art:slar istatistiksel balkomdan anlaml bulunmustur.

d) Karalahana Ekstresinin normal ve tiimorlii farelerin
plazma proieinleri iizerine ethisi

Normal ve timérli farelerin plazma proteinlerinin  molekiil
agirbklarina gore dagihim izokratik HPLC ile incelendi. Bunlara ait
HPLC kromatogram drnekleri Sekil 3'de gésterilmistir.

sl
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Sekil - 3 : Normal ve timérii {are plazma proteinlerinin HPLC kromatogram

ornekleri. A ) Normal farcler { Kontrol grubu) ; B ) Normal fareler
(Deney grubu) ; C ) Tamérit fareler ( Kontrol grubu) ; D ) Tumsrhi
fareler { Deney grubu).

HPLC kromatogram ornekleri incelendiginde 55000 Da molekiil
agirhgindaki protein pikinin (sekilde isaretlenmistir) normal farelerde
bulunmadif, in vivo olarak karalahana ekstresinin uygulanmas: sonucu
ortaya giktign ve tamorli farelerde aymi protein pikinin bulundugu,
karalahana ekstresi uygulanmas: sonucu kayboldugu gordlmektedir. (n
=7).

Normal ve tamoérii farelerde karalahana ekstresinin plazma
protein dagilimina etkisinin izokratik HPLC ile degerlendirilmesi Tablo
2'de gosterilmistir,
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Tablo 2:Nermal ve tiimérlii farelerin plazma proteinleri {izerine karalahana
ekstresinin etkisinin izokratik HPLC ile degerlendirilmesi
(Tablodakidegerler % pik alanlarim géstermektedir.n="7)

Pik Normal farcler Normal fareler Istatistik

no (Kontrol grubu) (Beney grubu) degeriendirme

1 20,90 + 6,00 16,60 £ 1,60 p > 0,05

2 35,70 + 18,80 4,80+ 1,10 p <0,061 Anlamb
3 0,00 + 0,00 32,40 + 8,20 p<0,01 Anlambs
4 40,00 + 19,00 29,70 + 9,80 005

5 2,60+ 2,00 1,00+ 1,10 p>0,5

6 0,70+ 0,20 1,30 £ 1,50 v >0,5

7 0,00+ 4,00 0,00 + 0,00

Pik Normal fareler Normal fareler Istatistik

no (Koatrel grubu) (Deney grubu) degerlendirme

1 16,10 £2,20 19,10 £ 6,50 p>0,01

2 30,50 6,10 21,40 + 5,20 p < 0,02 Anlamh
3 14,80 + 4,30 0,00 £ 0,00 0 < 0,01 Anlamh
4 36,80 £ 4,60 55,70 + 3,50 p > 0,01 Anlamh
5 0,104 0,20 0,50 + 0,90 p>05

6 1,70 + 1,10 2,80 % 2.40 p>0,5

7 0,10 + 1,10 0,806+ 1,10 p>05

e) Karalahana ekstresindeki proteinler ile ilgili bulgular

Karalahana ekstresindeki proteinlere ait SDS - PAGE bulgulan
Sekil 4'de gosterilmistir.

ook o 5 Y
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Fosforilaz-B 37400
S181ir Ser. Alb, 56000 66000 e 63000
Yumirte Albs 45000 52000 %ggg
Karbonik Anh, 23000

17000 15500

10000

9500
A 8

Sekil - 4 : Karalahana ckstresindeki proteinlere ait 8DS - PAGE buigular. A)
Sigma 6H standart proteinleri ; B) Karalahana eckstresindeki
proteinler ; C) Karalahana ekstresinden (NH,),80, ile ¢okidrilen
kisma aitl proteinier ; D)Karalahana ekstresinden asetonla ¢oktiiriion
kisma ait proteinier.

Karalahana ekstresindeki proteinlere ait HPLC kromatogramlar
Sekil 5'de gosterilmistir.

) J\ AN

Sekil - 5 : Karalahana ekstresindeki proteinlere ait HPLC kromatogramlar. A)
Karalahana ekstresi ; B ) Eksterden ( NH,), ile cokiturnilen knsim ; C )
Ekstreden asetonla ¢oktiriien kisim

HPLC kromatogramlar, metod bslumiindeki bilgilerden farkh
olarak, Protein PAK - 125 keolonu kullamlarak, akis hizi = 2 ml / dak,
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AUFS = 0,002 sartlarinda elde edilmistir. Ornekler HPLC kolonuna 25 ul

uygulanmistir. Elde edilen biiyiik protein pikinin Ry = 5,35 dak.) i

molekiil agirhg 65000 Da olarak bulunmustur. Kromatogramlardan, |

(NH4)2S04 ve asetonla ¢oktiirme metodlarmin, karalahana ekstresini

kismi olarak saflastirdsn géritlmektedir,
TARTISMA

Karalahana ekstresinin, normal farelerin plazma proteinleri
tzerine in vivo etkisi DAVIS - PAGE yéntemiyle incelendiginde vy -
globulin  fraksiyonununda gorilen  anlamh artis, bu ekstrenin
immiinolojik yénden etkili olabilecegini gostermektedir. Yine karalahana
ekstresinin, normal ve timérli farelerin plazma proteinleri ifizerine in
vivo etkisi, izokratik HPLC ile inceiendiginde, 55000 Da molekill
agirhgindaki bir proteinin normal farelerde bulunmadigy, fakat 15 gin
ekstre uygulanmasiyla ortaya gkt gozlenmistir. Dikkati ¢eken bir
baska nokta ise bu proteinin tiimérli farelerde bulunmasi ve ekstre ile
15 glnlik tedavi sonucunda kayboldugunun gézlenmesidir. [leri
immunolojik gahigmalarin bu konuyu aydinlatabilecegi diisiincesindeyiz.

Ekstrenin asetonla ¢éktirilen kisminda tek bir protein bantimn
bulunmas;, bu  yéntemin ekstreyi kismi olarak saflastirdigin:
gostermektedir. Ekstredeki proteinlere ait HPLC bulgular bu gorusi
dogrulamaktadir.
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