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Ozet

Polifenol oksidaz (PPO) enzimi, meyvelerde, seldelge bazi hayvansal dokularda
bolca bulunabilen, aktif boélgesinde bakir olan himetalo enzimdir. Enzimatik
esmerleme reaksiyonlarini katalizleyen bu enzimin, tiacsstere sahip trtnlerde bolca
bulunmasindan dolay! inhibisyonu oldukga 6nem kiemgm. Bunun igin literattrde
bircok calsma mevcuttur. Bu camada, PPO enzimi, amonyum sulfat ¢coktirmesi ve
diyaliz gibi 6n saflatirma islemlerinden sonra, Sepharose 4B-I-tirozin -p-amemmoik
asit afinite kromatografi jeli kullanilarak, Musaagientum var. Cavendishii (Muz)
meyvesinden safiariimistir. Enzimin saflik kontroli de SDS — PAGE ile yaptir.
Daha sonra, bizim tarafimizdan estgrfee — halka kapama reaksiyonu sonucunda
sentezlenen AE1, AE2 ve AE3 kodlu makrohalkalcrtoyen eterlerin, saf olarak elde
ettigimiz polifenoloksidaz enzimi Uzerindeki inhibisyetkileri aragtiriimistir.  TUm
maddelerin PPO enzimini inhibe gitisaptanmgtir. Sonuclara gore en etkili inhibitor
AE3 olarak tespit edilngiir.

Anahtar kelimeler: Tiyocrown eter, polifenol oksidaz (PPO), inhibisyoAfinite
kromatografisi.

Investigation of the Inhibitory effects of some muEnetic
thiocrown ethers on polyphenol oxidase enzyme

Abstract

The polyphenol oxidase (PPO) enzyme is a metaltgrnea that is copper in its active
site, which can be found abundantly in fruits, wagkes and some animal tissues.
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Inhibition of this enzyme, which catalyzes the evaic browning reactions, is gaining

in importance due to its abundance in commercidliegroducts. There are many
studies in the literature for this. In this studyPO enzyme was purified using a
Sepharose 4B-1-tyrosine-p-aminobenzoic acid affichromatography gel, after

preliminary purification, such as ammonium sulfgieecipitation and dialysis, from

Musa sapientum var. Cavendishii (Banana). Puribpitool of the enzyme was also
performed by SDS - PAGE. We then investigated timngbifory effects of the

macrophilic thiocrown ethers AE1, AE2 and AE3 sgsited as a result of the
esterification-ring closure reaction on the pure lyphenoloxidase enzyme. All
substances were found to inhibit PPO enzyme. Aaogrto the results, the most
effective inhibitor was identified as AE3.

Keywords: Thiocrown ether, polyphenol oxidase (PPO), inhdnf affinity
chromatography.

1. Giris

PPO enzimi, aktif bélgesinde ko-faktor olarak babutunan, oksidorediktazlar icinde
yer alan bir enzimdir. Oksijen ile temasinda, nfenolik maddeleri, o-difenollere
hidroksilasyonu ve o-difenollerin o-kinonlara okasyonunu katalize eder. Bu
reaksiyonlar sonucunda, siyah, kahverengi veyaikirpigmentlerli maddeler ogturur
[1, 2]. Enzim isimlerindeki kagikligi dnlemek icin bitki polifenol oksidaz enzimlerinin
adlandirimasinda dssikliker olmustur.  Tirozinaz (monofenol mono oksijenaz)
EC.1.14.18.1, katekol oksidaz (katekolaz, difensiddz) EC.1.10.3.2, lakkaz ise
EC.1.10.3.1 enzim kodlariyla gosterikheirdir [3]. Bazi kaynaklarda Lakkaz enziminin
de PPO enziminin bir sinifi oldu belirtilmistir. Lakkaz, metoksi ile yer gestirmis
polifenoller ve aromatik diaminler gibi bir cok &lgin oksidasyon reaksiyonlarini
katalizleyen bir enzimdir. Ancak tirozinazin oksiel#gi tirozini oksitleyemez [4].

PPO enzimi, bitkilerde, kabuklu deniz trinlerindebazi hayvansal organlarda olmak
Uzere dgada bolca bulunan bir enzimdir [5, 6]. Bitkinirriide ve yettirili s bicimine
gore PPO icerikleri dgsik olabilir. Meyve ve sebzelerin olgunluklarina géde bu
enzimin bitki hiicrelerindeki yerami farklilik gosterebilir. Meyve ve sebzelerdettaa
kabuklu deniz Urinlerinde mekanilglamlerden sonra “esmesgi@e” denilen renk
desisimleri olabilir. Bu renk dgisimleri belirli bir noktadan sonra istenilen noktada
durdurulamaz ve rengiyle birlikte tadini ve kalitesde bozar. Bu istenmeyen
reaksiyonlarin 6niine gecebilmek icin PPO enzimimhibe edilerek aktivitesinin
sinirlandiriimasi veya tamamen durdurulmasi ger&ked@. Inhibisyonun istenilen
sekilde gerceklgtirebilmek icin PPO enziminin kinetik dzelliklermibilinmesi gerekir
[7-10]. Bu 0Ozellikleri belirleyebilmek icin PPO &imi, muz, mantar, mgmula, cay,
ananas, enginar, napoleon Uzumd, tatin, patlicatetgs seftali, vanilya tohumu, dut,
yesil fasulye, elma, armut, domates, kaju fistikiraz, brokoli, enginar, nane, gobek
marul, kayisi, biberiye, limon otu, karides gibisifle kaynaklardan saflgiriimistir
[2,11, 5-10, 12-26]. Polifenol oksidaz enziminirolekil boyuttaki yapisi enzimin
kaynaina gore dgisiklik gosterebilir. Enzimin sayisi ise enzim kagnsma ve
saflatirmada uygulanan metodlara gore&idiklikler gosterebilir [27].

Tiyocrown eterlerin makrohalkali formasyonunun lanib grubu kapsa¢gh 6nceden
biliniyordu [28-31]. Makrosilik eter-ester biiginin [32], eter-ester iceren gani
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kapsamli polieter-diester bgiginin [33-40], tiyoeter-ester [35, 37, 39, 41] veeret
tiyolester [35, 37] bilgginin sentezi, Bradshaw, Izatt ve Christensen tadain dibazik
asit tuzu ve alfa, omega-dihalo Kilderi veya dibazik asit klortrleri ve alfa, omega-
dihidroksi bileiklerinden herhangi birine kgganarak hazirlanngtir. ki makrohalkali
polieter-monoester bigkleri, Matsushima [42] tarafindan normal verinkig
bulunmutur. Edema ve calma arkadsglar [43] diketo-fonksiyonellgmis tiyocrown
eterleri %38-57 verimle sentezleyti.

Bu calsmada, daha once Cicek ve ark. tarafindan sentezl@raglet tiyo-crown eterin
polifenol oksidaz enzimi Uzerindeki inhibisyon ég¢ki aratirilip [ICso degerleri
hesaplannsgtir [44].

2. Deneysel cagmalar

2.1. Inhibitor olarak kullanilan tiyo-crown eterler
7,8,10,11,13,14,23,24,26,27,29,30-dodecahydroddjew?{1,4,15,18,7,12,21,26] tetra
oxatetrathia cyclooctacosine-5,16,21,32-tetroA&1(, 6,9,22,25-tetraoxa-3,12,19,28-
tetrathia tricyclo [29.2.2.214,17] heptatriacon{&3) ve 14,16,31,34,36-hexaene-2,13,
18,29-tetrone AE2), 1,4,13,16-tetraoxa-7,10,19,22-tetrathiacyclei@isane-8,9,20,21-
tetrone AE3) inhibitdr olarak kullanilan maddelerdig€kil 1) [44].

Sekil 1. Makro halkali tiyocrown eterler.

2.2. PPO enziminin saflgiriimasi

Daha Once grubumuz tarafindan sentezlenen afirgte 1jx15 cm’lik kolonlara
paketlenerek 0,05 M fosfat tamponu (pH: 5) ile ykiak dengeleme gandi[11].
Dengelenip dengelenmedii de pH kontroll yaparak tespit edilir. Diyaldeminden
sonra elde edilen enzim c¢ozeltisi kolona tatbikdedie yine ayni tampon ile yikandi.
Boylece polifenol oksidazin buyik kismi afiniteipe tutundu ve ger safsizliklar
uzaklgamis oldu. Daha sonra 0,05 M pH=7,00 N&O, /1 M NaCl tamponu ile
elisyon glemi yapildi ve Zer mL toplandi. Laemelli tarafindan belirtilen yéntle
SDS-PAGE ile 10 ile 250 kDa molekulkidigina sahip proteinleri iceren marker
kullanilarak enzimin saflik kontroli yapildi [45Paha sonra Bradford yontemiyle
protein miktari belirlendi [46].

2.3. PPO enziminin aktivite tayini

PPO enzim aktivitesi, Biotek UV-Visible Spektrofatetre ile 420 nm’'de &lgum
yapilarak belirlendi [47]. 4@L enzim c¢ozeltisi ile 96QuL tampon + substrat (0,1 M
katekol) karstirldiktan sonra kore karabsorbansta meydana gelegig@me okundu. 1
Enzim Unitesi (EU) reaksiyonun aiwgu kiivette 1 dakika sonunda meydana gelen
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0,002’lik arts olarak tanimlandi. Aktivite birimi olarak “1 mlneim ¢6zeltisi bgina 1
dakikada absorbansta meydana gelen 0,001 biriregiigie” kullanildi.

2.4. Inhibitérler igin [IC 5] degerlerinin bulunmasi

Inhibitorlerin 1G, dezerlerini bulmak icin, 0,01 M katekol substratiylgguin sartlarda
calismalar yapildi. Inhibitorstiz ortamda bulunan enzim aktivitesi % &B€@vite olarak
kabul edildi Daha sonra farkli inhibitér konsantraslarinda aktivite élgctimleri yapildi
ve elde edilen absorbansgederinden % aktiviteler hesaplanarak, % Aktivitdl]-
grafikleri cizildi (Sekil 3).

3. Sonuglar ve tartsma

Inhibisyon ¢akmasi icin saflgtirlan PPO enziminin saflik kontroli SDS-PAGE ile
yapiimstir (Sekil 2). S6z konusu camada kullanilan tiyo-crown eterlerin [}
degerleri inhibisyon grafiklerinden hesaplarytm (Sekil 3). Elde edilen [IG] degerleri
Tablo 1'de verilmgtir. Bu deserlere gore tiyo-crown eterlerin icerisinde en gucl
inhibitérin  1,4,13,16-tetraoxa-7,10,19,22-tetrathicdotetracosane-8,9,20,21-tetrone
(AE3) oldugu gbzlenmektedir.

Tablo 1. [IG] degerleri.

MADDELER [IC s¢] (MM)
AE1 1,01
AE2 1,143
AE3 0,309

Marker 1 2
kDa
- 250
-130
-100
-55
-35
- -15

Sekil 2. Saf PPO enziminin SDS-PAGE goruntisu
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Sekil 3. 1G5 grafikleri.

PPO enzimi inhibitdru olarak birgok madde daha ogedeilmistir. Bu maddeler icinde
en etkili inhibitorler ditiyoreitol ve metabisulfit [48]. Enzimatik kahverengiteneyi
onlemedeki sulfurin etkisi, sulfariin o-kinonlar timdeki etkisi olabilir. Kinon-sulfit
komplekslerinin olgmasi, kinon polimerizasyonunu engeller [49]. PP@iminin aktif
bblgesinde kofaktor olarak bulunan bakir, tiyouibi diyol bilesiklerinin bu bakir
ortamdan uzakkurdigl icin enzim aktivitesinin etkilendi saptanmytir [50]. Chilaka
ve ark. Tiyourenin 0,15 mM olan Ki deri ile gu¢li bir inhibitor, inhibisyon turiinin de
yarismasiz oldgunu tespit etmstir [51]. Calsmamizda kullang@miz inhibitérler,
Sekil 4.'deki gibi PPO enziminin aktif bolgesinde fa&tér olarak bulunan Cii ile
etkilesime girdiginden enzimi inhibe etrgiir. Boylece, PPO enzimi Uzerine inhibisyon
etkisi tespit edilen tiyocrown eterlerin enzimatkararmanin onlenmesinde aday
bilesikler oldugu s6ylenebilir.

Sekil 4. Inhibitor (AE3) ile enzimin etkilgmi.
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