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Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Fahriye Ceyda DUDAK SEKER

Haziran 2017, 54 Sayfa

Ulkemizde bugdayin teknolojik 6zelliklerini olumsuz yénde etkileyen hububat
zararhlarin basinda Sune (Eurygaster spp.) gelmektedir. Bu zararhlarin bugday
tanesine biraktiklar sindirim salgilari, 6zellikle igerdigi proteolitik enzimler,
gluten proteinlerinin  parcalanmasina neden olarak ekmeklik kalitesini
dusirmektedir. Bu nedenle Urine iglenecek unlarda sine zararinin tespit
edilmesi blylk énem tasimaktadir. Stine zararinin belirlenebilmesi icin yaygin
olarak kullanilan yéntemler uzun zaman almakta ve uzman personele ihtiyag
duymaktadir. Bu nedenle, bugdayin stine zarari gérip gérmediginin hizli, kolay
ve yerinde kantitatif tayini buyidk énem tagimaktadir.

Yapilan bu calismada, sline proteazina yonelik, enzimin etki ettigi ylksek
molekdl agirlikh glutenin altbirimlerinin tekrarlanan dizilimleri kullanilarak, peptit
yapisinda substrat gelistirimesi ve substratin florometrik analiz sisteminde
denenmesi amagclanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda, 6ncelikle un érneklerinden
sine proteazi ekstrakte edilmis ve proteaz aktivitesinin maksimum oldugu
ekstraksiyon kosullari belirlenmigtir. Stine proteazi-peptit etkilesimlerinin daha
ayrintil bir sekilde incelenebilmesi icin elde edilen ekstrakttan stine proteazi
kismi olarak saflastirimistir. Daha sonra, peptit-siine proteazi etkilesimi igin
optimum kosullar belirlenmistir. Stine proteazinin yiiksek oranda etki ettigi peptit
dizilimi olan 15 amino asit uzunlugundaki PGQGQQGYYPTSPQQ potansiyel
substrat olarak secilmistir. Secilen bu peptit dizilimi FRET donor/alici giftiyle
isaretlenmistir.



Sune proteazinin kantitatif tayini i¢cin substrat ve stine zarari gérmus undan elde
edilen ekstrakt coézeltisi reaksiyon icgin belirlenen optimum pH ve sicaklik
degerlerinde karistirnimistir. Substratin zamana karsi floresans siddetindeki artis
floresans spektrofotometre ile O&lclimistlir. Enzim aktivite degerleri ise
reaksiyon ilk hizlarindan yola c¢ikilarak birim zamanda floresans siddetindeki
artistan hesaplanmis ve reaksiyon hizlarinin ekstrakt ¢ézeltisinde artan proteaz
konsantrasyonu ile artig gosterdigi saptanmigtir.

Gelistirilen analiz yénteminin performans parametrelerinin belirlenmesinde, ilk
olarak farkh Zeleny/modifiye Zeleny fark degerlerine sahip unlardan elde edilen
ekstraktlarda enzim aktivite degerleri hesaplanmistir. Daha sonra, Zeleny fark
degerlerine karsilik aktivite degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi elde
edilmistir. Bu florometrik analiz yénteminin -16 ile 2 mL Zeleny fark degeri
araliginda dogrusal sonu¢ verdigi ve bu aralikta hassasiyetinin 0.14 mL oldugu
saptanmigtir. Florojenik substrat ile gelistirilen analiz yénteminin alt tespit limiti
ise -2.71 mL Zeleny fark degeri olarak belirlenmistir. Ayrica, gelistirilen analiz
yénteminin dogrulugunun belirlenebilmesi igin sine zarari gérmus farkl bir un
ornegdi incelenmistir. Un 6rneginden elde edilen reaksiyon hizi ile kalibrasyon
grafigi kullanilarak Zeleny fark degeri belirlenmis ve un 6érnegine ait deneysel
olarak elde edilen deger ile karsilastiriimistir. Belirlenen bu iki Zeleny fark
degeri karsilastirildiginda hata orani % 3.1 olarak bulunmustur.

Calismanin sonucunda, gelistirilen yéntemin analiz slresinin, érnek hazirlama
suresi 70 dakika ve floresans 6lcim slresi 10 dakika olmak tzere, toplam 80
dakika oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, secilen
florojenik peptit diziliminin stine proteazi aktivitesinin tespiti icin énemli bir
substrat adayi oldugu belirlenmigtir. Belirlenen peptit substrat ile unlarda siine
zararinin tespiti i¢in hizli ve kolay bir analiz metodu gelistirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Bugday, sine, Eurygaster spp., proteaz, peptit, substrat,
florometrik analiz
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Sunn Pest (Eurygaster spp.) is one of the most common wheat bugs in our
country, causing excessive losses of crop yield and decrease in technological
properties of wheats. During the feeding of Sunn Pest from wheat grain, bug
salivates into the grain which contains digestive secretions of bug. Especially
the proteolytic enzymes cause the degradation of the gluten proteins and
decreasing in bread making quality. Therefore, detection of bug damage in
wheat flour samples has critical importance. The methods widely used in the
detection of bug damage are time consuming and require specialists. For this
reason, rapid, easy and in-situ detection of bug damage in wheats has vital
importance.

The aim of this study is the development of peptide substrate for sunn pest
proteases using the repeated sequences of high molecular weight glutenin
subunits which enzymes cleavage and analyzing the substrate in a fluorometric
assay system. For this purpose, firstly sunn pest protease was extracted from
flour samples and extraction conditions were determined for the highest
protease activity. Then, sunn pest protease was partially purified to examine of
peptide-protease interactions more deeply. Afterwards, optimum conditions for
peptide-sunn protease interaction were determined. The 15-amino acid long
PGQGQQGYYPTSPQQ peptide sequence, which is a highly affected by
proteases, was chosen as the potential substrate. The peptide, which sunn pest
proteases act on, was labeled with a FRET flourophore pair.



For the quantitative determination of the sunn pest protease, the fluorescent
peptide substrate and the extract solution obtained from bug damaged flour
were incubated at optimum pH and temperature conditions. The increase in
fluorescence intensity of the substrate was measured by fluorescence
spectrophotometer. Enzyme activity values were calculated from the increase in
fluorescence intensity per minute. Finally, it was found that the reaction rates
were increased in accordance with varied protease concentration in the extract
solution.

The determination the performance parameters of the developed analysis
method, the enzyme activity values were calculated by extracts obtained from
flour samples with different Zeleny / modified Zeleny difference values.
Afterwards, the enzyme activity values were plotted against the Zeleny
difference values to obtain the calibration curve. It was found that the results of
the developed fluorometric analyze method were linear between the range of -
16 to 2 mL Zeleny difference value and the sensitivity in this range was 0.14
mL. The lower detection limit of the analysis method was -2.71 mL Zeleny
difference value. In addition, a different flour sample was analyzed by
fluorometric method in order to determine the accuracy of the developed
analysis method. The Zeleny difference value was determined by using the
calibration graph with the reaction rate obtained from the flour sample and
compared with the experimentally obtained value of the flour sample. When
comparing these two Zeleny difference values, the error rate was found to be
3.1%.

As a result of the study, analysis time for the developed assay was determined
as 80 minutes including sample preparation as 70 minutes and fluorescence
measurement as 10 minutes. The results show that, the selected fluorogenic
peptide sequence is an important substrate for the detection of sunn pest
protease activity. A rapid and easy method of analysis has been developed for
the detection of bug damage with this identified peptide substrate.

Keywords: Wheat, sunn pest, Eurygaster spp., protease, peptide, substrate,
fluorometric assay
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1. GIRIS
Cok eski zamanlardan bu yana, insanligin en 6énemli besin 6gdeleri arasinda
bulunan tahil grubu, baslica bugday, arpa, misir, ¢avdar, yulaf gibi hububat
cesitlerini icermektedir. lyi bir enerji kaynadi olan bugday, ézellikle ginlik
beslenmede yer alan ekmegin hammaddesi olmasi nedeniyle diger tahillar
arasinda o6nemli bir yere sahiptir. Bugday gerek farkli iklim kosullarinda
yetisebilmesi gerekse tarimsal Uretim ve depolama kolayligi sebebiyle diinyada

ve lUlkemizde genis Uretim alanina ve kapasitesine sahip olan bir bitki ¢cesididir.

Bugdaylarin  teknolojik  &6zelliklerini  olumsuz y6nde etkileyen hububat
zararlilarinin basinda gelen stne zararllari, bugday tanesine biraktiklari
proteolitik enzimler ile tanenin yapisinda bulunan ve depo proteini olan
viskoelastik 6zellikteki glutenin parcalanmasina neden olmaktadir. Glutenin
hidrolize olmasi sonucu, zarar géren bugday tanelerinin égutilmesiyle elde
edilen unlarin kalitesi ve verimi duserek ekmeklik kalitesi bozulmakta, ayrica
hamur daha yumusak, civik ve yapiskan bir hal alip elastikiyet azalmaktadir. Bu
nedenle drine islenecek unlarda stne zararinin tespit edilmesi blyuk 6nem
tagimaktadir. Sine zararinin belirlenebilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
modifiye Zeleny sedimentasyon testi, SDS-protein jel analizi ve SDS
sedimentasyon testi gibi analizler uzun inkiibasyon sireleri ve uzman personel
gereksinimi gibi dezavantajlara sahiptir. Bugdayin sine zarari goérip
gérmediginin hizli, kolay ve yerinde kantitatif tayini biyik édnem tagimaktadir.
Proteaz aktivitelerinin hassas ve hizli bir sekilde saptanmasinda florojenik veya
kromojenik 06zellie sahip protein/peptit substratlari kullaniimaktadir. Siine
proteazi aktivitesinin saptanabilmesi igin benzer bir substrat bulunmaya caligilsa
da, henlz bu enzime kargi spesifik bir substrat tanimlanmamistir. Tez
kapsaminda, stne proteazinin etki ettigi yuksek molekdl agirlikli glutenin alt
birimlerinin tekrarlanan dizilimleri kullanilarak, bu enzime ydnelik peptit
yapisinda substrat gelistiriimesi ve bu substratin florometrik analiz sisteminde

denenmesi amaclanmistir.



Bu amacg dogrultusunda, o6ncelikle un 6rneklerinden stine proteazi ekstrakte
edilmis ve proteaz aktivitesinin maksimum oldugu ekstraksiyon kosullari
belirlenerek, stine proteazinin kismi saflastirma iglemi gergeklestirilmistir. Stine
proteazinin etki ettigi yiksek molekil agirlikh glutenin alt birimlerinin tekrarlanan
dizilimleri kati faz yéntemi ile sentezlettirilip proteazin ylksek oranda etki ettigi
peptit dizilimi potansiyel substrat olarak belirlenmistir. Son olarak, secilen peptit
substratin un &rneklerindeki proteolitik aktivitenin tayininde kullanilabilirligi
florometrik bir yéntemle incelenmigtir. Calismanin sonucunda ise, unlarda siine

zararinin tespiti igin hizli ve kolay bir analiz metodu gelistiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bugdayin Onemi

Uzun yillardir temel besin grubu &zelligi tasiyan tahillar, Gramineae bitki
familyasi icerisinde yer almaktadir. Bu familya baslica, bugday, misir, piring,
arpa gibi hububat gesitlerini igermektedir. Serin iklim tahillari arasinda bulunan
bugdayin kékeni Asya ve Afrika’nin belli bir bélgesinden gelmektedir [1].

Cok fazla tir ve c¢eside sahip olan bugday (Triticum) genetik &zellikleri
bakimindan 3 ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar kromozom sayilarina gore;
diploid (14), tetraploid (28) ve hekzaploid (42) bugdaylardir. Makarnalik bugday
olarak bilinen Triticum durum tetraploid bugdayken, hekzaploid yani tg¢ farkli
genoma sahip olan bugdaylar arasinda, ekmeklik bugday olarak da bilinen
Triticum aestivum ssp. vulgare bugdayi yer almaktadir [2]. T.aestivum tlri
bugday, yetistirildigi iklime bagli olarak, ekim zamanina gére yazlik veya kislik,
tane rengine goére kirmizi veya beyaz, yapilarindaki hiicre duvari bakimindan

sert veya yumusak olup, farkli karakteristik 6zellikler géstermektedir [3].

1940’lar ve 70’ler arasinda dinya genelinde gdzlenen “Yesil Devrim” dénemi,
tarimsal dretimin artiginda, verimli tahil tarlerinin gelistiriimesinde ve sulama
olanaklarinin iyilestirilmesinde énemli bir yere sahiptir. Ozellikle yiksek verimde
bugday cesitlerinin elde edilmesi, farkh tlkelerde (Cin, Hindistan, ABD, Kanada
gibi) bugdayin ekonomik agidan zenginlesmesine olanak saglamistir [4].
Bugday diger tahillara gére 6nemli avantajlara sahiptir. Verimi yiksek ve tarimi
oldukca kolay olan bugdayin, kendi kendini délleme yetenegdi sayesinde genetik
stabilitesi fazladir. Ayrica c¢esitli iklim ve toprak kosullarina uyabildigi icin diinya
Uzerinde genis bir alanda yetistiriimektedir. Depolamaya uygunlugu ve icerdigi

besin degeri ile tahillarin arasinda en énemli yere sahiptir [2].

Gunumuzde bugday, ABD, Hindistan, Cin Halk Cumhuriyeti, Rusya, Pakistan,
Turkiye ve Kazakistan gibi Ulkelerde genis gida uygulamalarina ve Uretim
hacmine sahip tahil gesididir. FAO’nun Tahil Arz ve Talep Ozetine gére [5],
2016/2017 sezonunda, dinyada Uretilen tahil miktarinin yaklagsik %30’u
bugdaydir. USDA’'nin Subat 2017 raporu ise yine 2016/2017 sezonunda, diinya
genelinde Uretilen 748.2 milyon ton bugdayin, 17.3 milyon tonunun Turkiye'de

dretildigini séylemektedir [6].



Ulkemizde giinlik beslenmemizde yer alan en temel gidalar bugday urinleri,
Ozellikle bugday ekmegidir. Bu nedenle bugday uretimi ekonomik agidan
oldukga 6nemli bir konuma sahiptir. 2016 yilinda, Turkiye’de bulunan toplam
tarim alanlarinin, ekili alan agisindan yaklasik %40’in1 tahillar olusturmaktadir
[7] ve 76 milyon dekar ekili alanda 20 milyon 600 bin ton bugday Uretilmistir.
Birim alandan elde edilen verim ise 269 kg/dekar seklinde belirtilmistir [8].
Tarkiye, tarimsal Grdnlerin yetistiriimesinde verimli topraklara sahip oldugu
halde, yine de tahil ithalati icin her sene 6nemli derecede kaynak ayriimaktadir.
Ornegin, 2016 yilinda bu rakam vyaklagik 1 milyon 150 bin dolar olarak
aciklanmistir [9]. Bugday ithalati yapilmasinin ve ithalatin yillar icerisinde artis
g6stermesinin en 6nemli sebebi, bugdaya dayali mamul madde (un, makarna,
biskiivi, irmik ve bulgur) ihracatinin giderek artmasidir. Ornegin, 2016 yilinda 4
milyon tonun Gzerinde bugday ithal edilmis, bu ithalat i¢in yaklasik 892 bin dolar
kaynak ayriimigtir [3].

2.2, Bugday Tanesinin Fiziksel Yapisi

Genellikle oval sekline sahip olan bugday taneleri, 5-9 mm uzunlugunda ve 35-
50 mg agirhginda olup, buyuklukleri ve agirliklari, bugday c¢esidine ve
bulunduklari bélgeye bagh olarak degismektedir [10]. Ornegin, Kuzey Amerika
taneleri ortalama 8 mm uzunlugunda ve 35 mg agirhigindayken, Avrupa’da

yetisen bugdaylar yaklasik olarak 55 mg agirigindadir [11].

Bugday taneleri karyopsis olarak isimlendiriimekte ve tane, perikarp (meyve
kabugu) ve tohum kismindan meydana gelmektedir. Tanenin yaklasik %5°lik
kismini olugturan ve tum taneyi saran perikarp, protein, yag ve seliloz
icermektedir. Tohum kismi ise sirasiyla, testa (tohum kabugu), hiyalin,
endosperm ve embriyodan (ruseym, germ) olusmaktadir [4]. Bugdayin una
ogutilmesinde elde edilen kepegin c¢cok o6nemli kismini tohum kabugu
olusturmaktadir. Kabuk, lifi maddeler acgisindan; embriyo ise protein, yag,
mineraller, vitaminler (E ve B vitamini) ve enzimler (lipaz ve proteaz)
bakimindan tanenin diger kisimlarina gére daha zengindir. Endosperm ise
tanenin besin deposu olarak protein agina gémull nisasta taneciklerinden
olusmaktadir [11]. Genel olarak 6zetlendiginde bugday tanesi, yaklasik olarak
% 2-3 oraninda embriyo, %13-17 oraninda kepek ve %80-85 oraninda da

endosperm icermektedir [1].



2.3.Bugday Tanesinin Kimyasal Bilesimi ve Besin Degeri

Tahil tanelerinin kimyasal bilegimine bakildiginda, yiksek miktarda karbonhidrat
icerdigi gorulmektedir. Karbonhidratin ¢cogunu endospermde bulunan nisasta
olusturmaktadir. Nisasta endospermde %56-74 oraninda bulunurken, kepekte
bu oran yaklasik %2-13 arasindadir [12]. Az miktarda bulunan diger minér
karbonhidrat bilesenleri ise; arabinoksilan (%1.5-8), B-glukan (%0.5-7), sekerler
(~%3), sellloz (~%2.5), ve glukofruktanlardir (~%1) [12].

Tahillarda énemli miktarda bulunan bir diger bilesen ise proteinlerdir. Genel
olarak tahil grubu %6-15 oraninda protein igcermektedir. Ayrica tahillar az
miktarda lipid, mineral ve vitamin (B ve E vitamini) icerir. Ornegin lipid icerigi

bugdayda, yaklasik olarak %1-3 arasindadir [13].

Bugday tanesi, ekmek ve diger firincilik trtnlerinin temel bilesenleri olan un ve
irmik gibi maddelere 6gutildigu icin ve bugdayin diinya populasyonunun temel
gida kaynagi olarak yetistiriimesi nedeniyle tanenin besleyici degeri son derece
6nem tasimaktadir. Bugday tanesinin bilesimi, cesitlerine gére ve bdlgesel
olarak degisiklik gostermesine ragmen ortalama %12 su, %70 karbonhidrat,

%12 protein, %2 yag, %2.2 sellloz ve %1.8 kil icermektedir [3].

Tanedeki protein miktari, merkezden disa dogru gittikce artmakta olup, tane
icerisindeki komponentler homojen bir dagihm g&stermemektedir [14]. Ana
tabakayl koruyan bir ka¢ katmandan olugsan bugday kepegi, B vitamini ve
mineral acisindan zengindir ve &6gutmenin ilk asamasinda endosperm
kismindan ayrilmaktadir. Tahil ve endospermi korumak icin kepek, suda
¢cb6zinmeyen lif icermektedir ve kepegin yarisindan fazlasi lif bilesenlerinden
olusmaktadir (%53) [10]. Kimyasal kompozisyon agisindan karmasik bir dagilim
gOsteren kepek lifi, esas olarak sellloz, pentozan, ksiloz ve arabinoz
polimerlerini igermektedir. Ayrica, toplam kuru madde bazinda bugday kepedi,
ayni oranda (%16) protein ve karbonhidratlardan olugsmaktadir. Mineral icerigi
ise %7’den fazladir [10]. Endospermin dis tabakasi aléron tabakasi olarak
isimlendiriimektedir. Beslenme acgisindan dnemli olan aléron tabakasi genel
olarak, protein, enzim ve vitamin (niasin, tiamin ve riboflavin) acisindan
zengindir [11]. Endospermin i¢ tabakasi ise unsu endosperm olarak
adlandiriimakta ve bu tabaka enerji kaynagi olan nigasta taneciklerinden

meydana gelmektedir. Karbonhidrat disinda unsu endosperm, yagd (%1.5) ve
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protein (%13) icermektedir [10]. Bugday tanesinin sirt ve basakgik eksenine
yakin ucunda yer alan embriyo ise ylksek oranda protein (%25) ve yag (%8-13)
icermektedir. Ayni zamanda B vitamini ve E vitamini agisindan énemli bir

kaynak olan embriyoda nisasta molekilleri bulunmamaktadir [15].

2.4, Bugday Proteinleri

Endospermde bulunan bugday proteinleri gluten ve gluten disi proteinler olmak
Uzere ikiye ayrilmaktadir. Gluten disi bugday proteinleri, albimin ve globilinler
olup; toplam bugday unu proteinlerinin %10-20’lik kismini meydana getirirken,
gluten olusturan proteinler ise gliadin ve gluteninlerdir. Bu proteinler de toplam

bugday unu proteinlerinin yaklasik %80-90’in1 olugturmaktadir [16].

Bugday proteinleri ¢ézunurliklerine gére ise doért ana gruba ayrilmaktadir.
AlbUminler suda ¢ézunurken, globdlinler tuzlu suda ¢ézinmektedir. Albimin ve
globdlinler tahillarda kepek ve embriyoda yogunlasmistir, endospermde ¢ok az
bulunmaktadir. Beslenme agisindan, i¢erdikleri esansiyel aminoasitlerce zengin
olan bu proteinler ekmek Kkalitesi Uzerinde etkili dedildir [17]. Prolaminler,
%70Q’lik etanolde ¢dzinen protein grubuyken, glutelinler ise seyreltik asit ve baz
cozeltilerinde ¢ézinmektedir. Bugdayin prolamini gliadin proteini olup, glutelini
ise glutenin proteinidir [11]. Endospermdeki depo proteinler olan gliadin ve
gluteninler un ve yeterli miktarda su ile karngtirildiginda su alip sismekte ve
gluten adi verilen viskoelastik yapiy! olusturmaktadir. Bu iki protein meydana
getirdikleri viskoelastik yapidaki gluten sayesinde hamur olugturan proteinlerdir
ve islevsellikleri bakimindan farklilik géstermektedir. Tek polipeptit zincirlerinden
olusan gliadin hamurun viskozitesine katki saglarken, polimerik yapidaki
glutenin hamura elastikiyet 6zelligi kazandirmaktadir [18]. Kaliteli ekmek
yapiminda yeterli viskozite ve elastikiyet/mukavemet dengesi énemli bir yere
sahiptir. Yetersiz elastik 6zellikteki gluten, digstk ekmek hacmine neden
olurken, yiksek elastikiyet ise daha yuksek ekmek hacminin olusumuna yol

acmaktadir [19].

Hamurun iskeletini meydana getiren gluten, suda ¢6zinmedigi igin bugday unu
hamurundan kolaylikla ayrilabilmektedir. Hamurun suyla yikanmasi sonucu
yapidaki nisasta ve diger suda ¢dziinen maddeler glutenden ayriimaktadir. izole

edilmis gluten kuru madde bazinda yaklasik olarak %80 oraninda protein, %8



oraninda lipid icermektedir. Geriye kalan kisim ise mineraller ve diger
karbonhidrat bilesikleridir [15].

Ekmegin olusumunda buyldk role sahip olan gluten, mayalar tarafindan
fermantasyon sirasinda olusturulan CO;, gazini tutarak, hamurun kabarmasini
saglamaktadir. Bugday kalitesi ile 6gutildiglu unun kalitesi arasinda siki bir
iligski vardir. Bu nedenle, ekmek Uretiminde undaki protein miktari ve protein
kalitesi 6nemli rol oynamaktadir [19]. Gluten hamur kuvvetine, hamurun gaz
tutma o6zelliklerine ve hacim artisina katki sagladigi, elde edilen son Urlnun
teksturint iyilestirdigi ve su absorpsiyon oranini yikselttigi i¢in daha c¢ok
finncihk endustrisinde kullaniimaktadir. Ayrica kahvaltilik gevreklerde protein
miktarini arttirmak icin kullanilan gluten, et UrlGinlerinde ise su baglayici ve yapi
geligtirici ajan olarak yer almaktadir [20]. Bunlara ek olarak, viskoelastik
Ozellikleri nedeniyle gluten tek basina veya soya proteini ile birlikte sentetik
peynir Uretiminde kullaniimaktadir. Dogal peynirin tekstir ve duyusal niteliklerini
kargilayan bu sentetik peynir Grtnleri, ayni zamanda yiksek maliyetli sodyum

kazeinatin ~%30’unun yerini almaktadir [21].

Glutenin aminoasit kompozisyonuna bakildiginda, glutamik asit, prolin ve
hidrofobik aminoasit iceriginin fazla oldugu gériimektedir. Glutenin yaklasik
%35’lik kismini olusturan glutamik asit glutamin formundadir. Prolin ise glutende
%14 oraninda bulunmaktadir. Prolin halka yapida oldugu igin a-heliks
olusumunu engellemektedir [11]. Gluten proteinlerinin yapisinda hidrofobik
Ozellikte olan ¢ok sayida aminoasit (alanin, 16sin, fenilalanin, izolésin, valin gibi)
bulunmaktadir. Hidrofobik aminoasit iceriginin fazla olmasi gluten yapisinin
stabilitesine katki saglamakta ve gluten proteinleri arasindaki hidrofobik
etkilesim, unun reolojik ve ekmeklik 6zelliklerini belirlemektedir [21].

Genellikle gluten kompleks proteini, 100 tip polipeptitten fazla polimer iceren ve
yapisinda kovalent ve kovalent olmayan baglar ve etkilesimler bulunan bir
karisim olarak kabul edilmektedir [22]. Gluten proteinlerinin 6zelliklerini ve
yapisini belirlemede, kimyasal baglar arasinda distlfit baglari énemli rol
oynamaktadir. Ayni polipeptit icindeki baglar monomerik proteinlerin sterik
yapisini stabil hale getirirken, farkli polipeptitler arasindaki baglar &6zellikle

glutenin proteininin yapisinin olusmasinda etkilidir. Disulfit baglarinin yani sira,



gluten proteinleri arasinda kovalent capraz baglari olan ditrozin ve izopeptit
baglari da yine yapi olusumunda gdrev almaktadir [12]. Ayni zamanda polimerik
gluten proteini, icerdigi zincirler arasi hidrojen baglari nedeniyle de siki ve
dizenli bir yapi gostermektedir [17]. Gluten proteinlerinin bir diger 6nemli
Ozelligi, cok dusuk yuk yogunluguna sahip olmalandir. Bu yogunluk, lisin,
histidin, arginin ve triptofan gibi bazik aminoasitlerin sayisina baglidir.
Yapisindaki diusik miktardaki pozitif yikler nedeniyle birbirini itmeyen zincirler

kolayca etkilesime girebilmektedir [16].

Bugday tanesinde depo proteini olarak gérev alan ve viskoelastik 6zellige sahip
olan gluten, monomerik yapidaki gliadinlerden ve polimerik yapidaki

gluteninlerden meydana gelmistir (Sekil 2.1) [23].

Gluten proteinleri

Monomerik Polimerik
gliadinler gluteninler
w-gliadinler y-gliadinler LMW HMW
gluteninler gluteninler
a-gliadinler

Sekil 2.1. Bugday gluten proteinlerinin siniflandiriimasi ([23])

Bugdayda toplam proteinin yaklasik %30-45’ini olusturan bugdday glutenini,
birbirine disulfit baglarla baglanmis glutenin alt birimlerinden meydana gelen
heterojen bir karisimdir. Bu alt birimler, tiyol-disilfid degisim reaksiyonlarini

tesvik eden reaktiflerle isleme tabi tutularak serbest birakilabilen alt birimler
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olarak tanimlanmaktadir [11]. iki tip glutenin alt birimi polimerin yapi tasini
olusturmaktadir. Bunlar, yuksek molekul agirlikli glutenin alt birimi (HMW ya da
HMW-GS) ve dusiuk molekdl agirlikli glutenin alt birimi (LMW ya da LMW-GS)
fraksiyonlaridir. SDS-PAGE Uzerinde molekll agirliklarina bakildiginda, HMW-
GS icin bu deger 80.000-160.000 Da arasindayken, LMW-GS ic¢in ise molekuler
agirhgin 30.000-50.000 Da arasi degistigi belirtilmistir [17].

Bugiine kadar, bugday cesitlerinde yaklasik 40tan fazla farkh HMW-GS
bulunmustur ve bunlar baglica iki alt gruba ayriimaktadir: ytiksek molekl
agirhkli x-tip HMW-GS ve dustk molekdl agirlikh y-tip HMW-GS [22]. Duslk
molekdl agirlikli glutenin alt birimleri (LMW-GS) ise, yiuksek molekdl agirlikh
glutenin alt birimlerine gére daha heterojen yapiya sahip olup, bu grup simdiye
kadar c¢ok iyi bir sekilde karakterize edilememigti. LMW-GS'nin
karakterizasyonundaki zorlugun nedeni bunlarin HMW-GS'den ¢ok daha fazla
genden turemis olmasidir. Ayrica yapisindaki alt birimler, molekuller arasi
disdlfit baglarinin indirgenmesinden sonra c¢6zilmemektedir [24]. Tek bir
bugday cesidinde bulunan farkh LMW-GS sayisinin tahmini olarak 7-16
arasinda oldugu bildirilmigtir ve bunlar B- ,C- ve D-LMW-GS olarak
adlandinimigtir [11]. Dustuk molektl agirlikh glutenin alt birimleri ile gliadin
proteinlerinin benzer molekll agirlik géstermesi nedeniyle bunlari SDS-PAGE
Uzerinde ayirmanin zor oldugu bildirilmistir. Fakat gelistirilen farkl elektroforetik
yontemler ve uygun ¢dzuculerin kullaniimasiyla rahatlikla bu iki protein grubu

birbirinden ayrilabilmektedir [16].

LMW-GS ve HMW-GS icerdikleri aminoasit gruplari agisindan da farkhlik
gostermektedir. Ornegin; LMW glutenin alt biriminde glisin %5 oraninda
bulunurken, HMW glutenin alt biriminde bu deger yaklasik %18-20 oranindadir.
Valin, |6sin, izolésin ve fenilalanin LMW glutenin alt biriminde fazlayken, bu oran
HMW glutenin alt biriminde daha dusuktur [15] .

Glutenin, 6zellikle HMW-GS, yapisinda bulunan ¢apraz bagh molekuller arasi
disUlfit baglari nedeniyle yiksek molekil agirligina sahiptir. Polimerlerin molekdl
agirliklar da onlarin fiziksel 6zelliklerini belirlemektedir. Molekll agirhdr arttikga,
polimerler daha esnek bir yapi géstermektedir [11]. Gluteninin bu yapiya sahip

olmasi nedeniyle bugdaydaki gluten proteini de elastik 6zellik kazanmaktadir.



Gliadinler ise tek zincirli polipeptitlerin heterojenik karigimlaridir. Yapilarinda
serbest sistein kalintilari goérilmez ve tim S-S badlari intramolekiler yapi
g6stermektedir [18]. Gliadinlerin molekdl agirliklari 30.000-75.000 Da arasinda
degismekte olup, bu protein dért ana gruptan olugmaktadir. Bunlar, distuk pH
degerinde, elektroforetik hareketlilige goére sirasiyla alpha- (a-), beta- (B-),
gamma- (y-) ve omega- (w-) tip gliadin seklinde isimlendiriimektedir [18].
Gliadinler bugdayda bulunan toplam proteinin yaklasik % 40-50’sini
olusturmaktadir. Yapilarindaki aminoasit kompozisyonuna bakildiginda,
gliadinlerin benzer icerige sahip oldugu gérilmektedir. Gliadinin neredeyse
bitiin fraksiyonlarinda bulunan prolin, icerdigi fazla sayidaki B-donusler

sayesinde yapliya keskin dénusler kazandirmaktadir [17].

Gliadin proteinlerinin aminoasit dizilimleri karsilagtinldiginda, o-tip ve y-tip
gliadinlerin LMW-GS ile baglantili oldugu goérulmektedir. Ayrica, bu iki tip
gliadindeki sistein kalintilarinin hepsi zincir igi disulfit baglar ile iligkilidir [11].
Diger gliadin fraksiyonlarinin aksine w-tip gliadin sistein kalintisi icermez ve
yapisinda metiyonin amino asidi dustk miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle w-
tip gliadin sulfir bakimindan zayif prolamin olarak da isimlendiriimektedir [19].
Gliadinin endospermden ayrilmasinda ya da ekstraksiyonunda farkl metotlar
uygulanmaktadir. Ozellikle saflastirimada en g¢ok basvurulan yéntem jel
filtrasyon kromatografisidir. Yine gliadinleri gesitlerine ayirmak igin ve kalite
6lgiminde HPLC ve RP-HPLC teknikleri kullaniimaktadir [22].

2.5. Bugday Kalitesini Etkileyen Baslica Etmenler

Bugdayin teknolojik kalitesini ve verimini; ¢esidin genetik 6zellikleri ve fenolojik
doénemi, iklim kosullari, toprak &zellikleri, yabanci otlar, uygulanan farkli
agronomik calismalar ve hem hasat 6ncesi, hem de hasat sonrasi gortlen

hastaliklar ya da hububat zararlilari 6nemli éictide etkilemektedir [25].

Hububat zararlilar1 arasinda, 6zellikle Hemiptera takimi, kalkan kanath bécekler,
cevreye olan adaptasyonlari ve ekolojik 6zellikleri nedeniyle, bugdayda kalite ve
verim agisindan son derece dnemlidir [26]. Hasat 6ncesi bugdayin verimini ve
teknolojik 6zelliklerini olumsuz etkileyen zararhlarinin basinda stine Eurygaster
spp. (Hemiptera: Scutelleridae) ve kimil Aelia spp. (Hemiptera: Pentadomidae)
olarak bilinen bécekler gelmektedir. Sine ve kimil, bugday Uretim hacmini

azaltarak, ekonomik agidan blyuk caplarda kayiplara neden olmaktadir [27].
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2.5.1. Siine Zararlhlan

ti 13 ” 113

Literatlirde “sunn pest’, “suni bug”, “cereal bug” veya “wheat bug” gibi farkl
isimler verilen siinenin dinyada 6zellikle, Ortadogu'da, Avrupa ve Asya'nin
kuzeyinde, Himalayalar, Kuzey Afrika ve Arabistan'in buyuk bir kisminda yaygin
olarak bulundugu belirtiimigtir [28]. Dlinyada Eurygaster cinsine bagh 15 tir
bulunmakla birlikte Ulkemizde yedi tur tespit edilmigtir. Fakat, bu zararlilar
arasinda en cok olumsuzluk yaratan Eurygaster integriceps Put., Eurygaster
maura L. ve Eurygaster austriaca Schrank turleridir. E. integriceps Guney,
Guneydogu Anadolu, Ege ve Trakya’'da, E. maura ise Orta Anadolu Bolgesi’nde

siklikla gérilen zararhlardir [29].

Bugday verimini ve kalitesini olumsuz yénde etkileyen hububat zararlilarinin
basinda gelen sine tiurleri bulundugu bdlgeye bagli olarak, bazen toprak
renginde, bazen siyah, kirmizimsi, bazen de kirli beyaz renkte ya da alacal
desenli olup, genellikle 9-14 mm uzunlugunda ve 7-8 mm genigligindedir. Ayrica
ustten bakildiginda tGg¢genimsi sekilde (U¢ggen basl) ve vicudu yassica oval
yapida olan sline, yilda tek nesil veren, dmrii 1 sene olan ve ait oldugu familya

nedeniyle pis koku salgilayan emici bir bdcektir [30].

Sunenin bugdaya verdigi zarar, bugdayin zarar gérdiigi anda hangi olgunlagsma
déneminde olduguna bagh olarak, kurtbogazi, akbasak ve tane zarari olmak
Uzere U¢ kisimda toplanmaktadir [31]. Kurtbodazi zararinda, siine kardeslenme
dénemindeki bugday saplarini emip 6zsuyunu alarak kurutmakta ve bu zarar
sonucu bitki basak baglayamamaktadir. Basaklarin hentz yaprak kilifi iginde
oldugu ciceklenme déneminde ise akbasak zarari meydana gelmekte ve basak
tane baglayamamaktadir. Bunun sonucunda basak, karakteristik beyaz bir renk
almaktadir [27]. Hububatin tane bagladigdi dénem olan sari olum evresinde siine
zararlisi olugan tanelere daha az zarar verirken; sut olum evresindeki bugday
tanelerine daha fazla zarar vermektedir [32]. Bugday tanesi henlz
olgunlagmadan sine zararina maruz kaldiginda, tane igeriginin blyuk bir kismi
emildigi icin tane burusuk, ciliz bir hal almaktadir. Bu sekilde yapisinda hasar
olusan bugdayin bin tane agirhdi, hektolitre agirligi ve camsilik, sertlik gibi

fiziksel kriterleri olumsuz ydnde etkilenmektedir. Ayrica, zarar géren
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bugdaylardan elde edilen unlarin verimi buytk o6lcide azaldidi igin, firincilik

drtnlerinde kalite kaybi gozlenmektedir [28].

Sunenin bugdayr emerek beslenmesi sirasinda taneye biraktigi proteaz
enzimlerini  iceren sindirim  salgilar, 6zellikle gluten  proteinlerinin
parcalanmasina ve bunun sonucunda bugday-un Kkalitesinin 6énemli 6lgide
azalmasina neden olmaktadir [33]. Bu enzimler, sine zarari gérmus taneler
oégutuldiginde una karigmakta ve unda su iceriginin digik olmasi sonucu
herhangi bir etki g&stermemektedir. Enzim aktivitesinin gdrilebilmesi igin
ortamin nem ve sicakhginin yeterli olmasi ve belli bir strenin gegmesi
gerekmektedir [31]. Gluten proteinlerinin hidrolize olmasi sonucu, hamur
yumugsamakta, yogurma ve sekil verme sirasinda elastikiyet azalmakta,
hamurun elde veya makinada islenmesi guiclesmektedir. Ayrica fermentasyonda
gaz tutma kapasitesi diserek, ekmegin kabarmasi ve gézenekli bir yapiya sahip
olmasi engellenmektedir [34]. Bugday tanelerinin sadece %2-3'lik kisminin
bile stine zararina maruz kalmasi, ekmeklik kalitesinin bozulmasi igin yeterli bir
durumdur [35].

2.5.2. Siine Enziminin Bazi Biyokimyasal Ozellikleri

Sline proteazi, nétral ya da kismi bazik bir proteaz olup, asidik pH degerlerinde
dusuk bir aktivite géstermektedir. Ayrica bu proteolitik enzimin, 100°C 15 dk bir
Isil iglem uygulamasi ile inaktif duruma geldigi ve dusuk sicakliklarda ise enzim
aktivitesinin azaldigi tespit edilmistir [20]. Sine proteazi pH 8.5 ve 35°C' de
optimum aktivite gésteren ve ayrica suda ¢dzinen, pH 8 izoelektrik noktasina
ve 15 kDa molekil agirligina sahip olan alkali bir proteazdir [25]. Zarar gérmus
bugdaylardan ekstrakte edilerek yurutilen bir ¢alismada stine enziminin serin
proteazlarin SH- grubu igeren bir alt grubunda yer aldigi tespit edilmis ve
proteaz aktivitesi sonucunda bazi serbest aminoasitlerin miktarinin arttigi ince
tabaka kromotografisi ile gdsterilmistir [27]. Bu aminoasitlerden &zellikle Pro,
Tyr ve Leu HMW-gluteninin alt birimlerinin merkezinde tekrarlanan dizilimler
bélgesinde bulunan aminoasitlerdir. Sine proteazinin 6ncelikli olarak bu
aminoasitler arasindaki peptit bagini kirmasi, yiksek molekil agirhigina sahip

glutenin alt birimlerini hizli bir sekilde etkilemektedir [20].
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Yuksek molekil agirlikh glutenin alt birimlerinde ¢ok sayida tekrarlanan peptit
dizilimi bulunmaktadir. Yapi icerisinde tekrar eden bu dizilimler; PGQGQQ,
PGQGQQGQRQ, GYYPTSPQQ, GYYPTSLQQ sekanslaridir [22].
Gergeklestirilen baska bir ¢calismada, Turkiye’den ve Rusya’dan toplanan sine
zarari (Eurygaster integriceps) gérmus bugday érneklerinden, glutenini hidrolize
eden proteazlar afinite kromatografisi ile saflagtirilmigtir. HMW glutenin alt birimi
yapisinda tekrarlanan aminoasit dizilimlerinden yararlanilarak, rekombinant ve
sentetik peptitler (NH2-PGQGQQGYYPTSLQQ-OH ve NH2-
GYYPTSLQQPGQGQQ-OH)  sentezlettirimis ve  MALDI-TOF  kitle
spektrometresi ile saflastirlmis enzimlerin bu peptitler Gzerindeki etkisi
incelenmistir. Analiz sonucunda, proteazlarin GYYPTSLQQPGQGQQ peptitini
parcalamadig, 6zellikle HMW glutenin alt birimlerinden
PGQGQQMGYYPTSLQQ uzerinde etkili oldugu ve peptit bagini spesifik olarak

6. siradaki glutaminden sonra kirdigi gézlenmistir [36].

Serin endoproteaz 6zellikteki siine proteazi, gluteni meydana getiren gliadin ve
glutenin proteinlerini parcalamaktadir. Fakat daha énce yapilan arastirmalarda,
yuksek molekul agirlikh glutenin altbirimlerinin sinenin proteolitik enzimlerine
kargi gliadinden daha duyarli oldugu ve bu enzimlerin glutenin polimerinin
¢OzunarlGguna arttirdigi belirtilmistir [35]. Dustk molekul agirlikli glutenin alt
birimleri ise sine proteazindan yiksek molekdl agirlikh glutenin altbirimleri
kadar blyuk 6lgude etkilenmemektedir ve uzun inkibasyon sirelerinde dahi

yapisinin kismen korundugu bildirilmistir [37].

2.5.3. Siine Zararinin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Olgunlagmanin ileri evrelerinde gézlenen stine zarari, bugday tanelerinin goz ile
muayene edilmesi sonucu kolayca tespit edilebilmektedir. Ginimizde bu tespit
islemi uzman personel tarafindan gergeklestirimektedir. Ancak bazi tanelerde
stine zararinin varligi ¢ok dikkatli muayene ile belirlenebilmekte fakat kimi
zaman da yanlis tespitler yapilabilmektedir [38]. Tane lGizerinde meydana gelen
kiigUk siyah noktalar ve noktalarin etrafinda bazen ¢okintiu ile birlikte olusan

acik (beyaz) renkli bir bélge siine zarari olusumunun bir géstergesidir [25].

Uriine islenecek olan bugday ununun Kkalitesinin belirlenmesinde, un érneginin
suine proteazi igerip icermediginin saptanmasi biyuk 6énem tasimaktadir. Bu

dogrultuda, bugday proteinlerinin fizikokimyasal ve reolojik &zelliklerini
13



belirlemek amaciyla gelistiriimis olan analizler modifiye edilerek siine zararinin
belirlenmesinde de kullaniimaktadir [20]. Gunumuzde bu amagla en fazla
uygulanan ydntem; Zeleny isimli arastirici tarafindan ortaya konulan
sedimentasyon testinin modifiye edilmesi ile belirlenen “Modifiye Zeleny
Sedimentasyon Testi” dir [39]. Zeleny sedimentasyon testi, zayif asit
cozeltisindeki un partikillerinin siserek gluten kalitesine gére hacminin artmasi
ve bu partikillerin belirli zaman igindeki ¢éken miktarinin &lgiimesi esasina
dayanmaktadir [40]. Modifiye Zeleny sedimentasyon testi ise, zayif asit
¢cozeltisindeki un partikullerinin belirli zaman iginde olugan c¢okelti miktarinin
gluten proteinlerinin hidrolizi sonucu azalmasi esasina dayanmaktadir [41].
Sline zarari goéren unlarda proteolitik enzim aktivitesi sonucunda gluten
parcalanmakta ve bunlarin modifiye sedimentasyon degeri, sedimentasyon
degerinden disik c¢ikmaktadir. Aradaki fark arttikgca stine zararinin da arttigi
anlasiimaktadir. Modifiye Zeleny Sedimentasyon analizi ayni zamanda gluten
kalitesi hakkinda da fikir vermektedir [31].

Siune proteazi aktivitesini belilemek amaciyla uygulanan bir diger yéntem ise
SDS-sedimentasyon testidir. Bu yéntemde ise un &rneklerinden enzimin
ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Analiz icin stine zarari gérmemis un érnegine
enzim ekstrakti eklenmekte ve 1 saat boyunca 35°C’de karistirilarak inkiibe
edilmektedir. inkiilbasyon sonunda tiiplere SDS ¢ézeltisi ilave edilmekte ve 20
dakika bekletildikten sonra tuplerdeki ¢dken kisimlarin  yukseklikleri
Olctlmektedir. Proteaz aktivitesi, hacimdeki azalma ile gézlemlenmektedir [42].
Benzer bir prensibe sahip olan SDS-protein jel analizinde ise enzim ekstraktlari
gluten ile 2 saat boyunca 37°C’de karistirilarak inkibe edilmekte ve
inkiibasyondan sonra asetik asit-SDS c¢o6zeltisi ilave edilerek jel olusumu
saglanmaktadir. SDS-gluten jel hacmi, inkiibasyon enzim miktarina bagh olarak
orantili bir sekilde azalmaktadir [35]. Ancak sline zararinin belirlenmesi igin
kullanilan bu ydéntemler uzun sirede ve vyuksek &rnek miktar ile
gerceklestirimektedir. Sedimentasyon seviyeleri arasindaki farkin 6lgulebilir

seviyeye ulagmasi gerektiginden yontemler yliksek hassasiyete sahip degildir.

Proteaz aktivitelerinin hassas ve hizli bir sekilde saptanmasinda florojenik veya
kromojenik 06zellige sahip protein/peptit substratlari kullaniimaktadir. Sine

proteazi aktivitesinin saptanabilmesi icin de benzer bir substrat bulunmaya
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calisilsa da, bu proteazin bugday proteinlerine spesifik oldugu ve proteaz
aktivitesi icin yaygin olarak kullanilan hemoglobin, jelatin, sitokrom-c, N-benzol-
L-arjinin etil ester, benzol-L-tirozin etil ester, azokazein, keratin gibi substratlara
kargi etkin olmadigi goéralmasgtir [43]. Yapilan bagka bir calismada, sinenin
tikurik bezinden ve midesinden ekstrakte edilen ¢dzeltide serin ve sistein
proteazlarina spesifik floresans substratlara karsi proteolitik aktivite oldugu
gorilse de, kontrol enzimi ile kiyaslandiginda bu aktivitenin ¢ok disik oldugu

saptanmistir [44].

Tez calismasinda, yiksek molekuler agirlikli glutenin birimlerinin tekrarlanan
dizilimlerinin sline proteazi igin peptit yapisinda substrat gelistiriimesinde
kullanilmasi ve bu substratla hizli ve hassas analiz sisteminin gelistiriimesi

amaclanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1. Siine Zaran Géren Un Orneklerinin Eldesi

Arastirmada, farkh oranlarda siine zarari gérmus 2015 yaz sezonundan hasat
edilen iki farkli ekmeklik bugday 6rnegi ile zarar gérmemis un 6rnekleri Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitisl, Kalite Degerlendirme ve Gida
Bolumi’nden (Ankara) temin edilmistir. Stine zarari gérmis bugday taneleri
laboratuvar tipi valsli degirmende (Sertas Makina Ltd. Sti., Ankara) 6gutilup,
kepekli un 6rnekleri elde edilmigtir. Zarar gérmus kepekli un érnekleri 425 pym
gbzenek capina sahip elekten (Endecotts Limited, ingiltere) gegirilerek

kepeksiz un drnekleri elde edilmistir.

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan laktik asit (90%), izopropil alkol (99-100%), amonyum
sulfat, fosforik asit (85%) ve dimetil silfoksit (DMSO) Merck-Millipore (MA,
A.B.D) firmasindan; etanol Riedel-de Haén (Seelze, Almanya) sirketinden;
Superdeks 75 kolon dolgu materyali GE Healthcare Life Sciences (isvigre)
sirketinden saglanmigtir. Bromfenol mavisi ve Coomassie brilliant blue (G-250)
boyalari Bio-Rad (Kaliforniya, A.B.D) firmasindan; etanolamin, Triton X-100,
Trizma hidroklorit ve sigir serum albumini (BSA) ise Sigma-Aldrich Co. (St

Louis, A.B.D.) firmasindan alinmistir.

3.1.3. UV-Vis Absorpsiyon Spektrofotometresi

Protein miktarinin belirlenmesinde Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara,
A.B.D.) firmasindan saglanan UV-Vis Absorpsiyon Spektrofotometresi
kullanilmigtir. Olguimler, jel filtrasyon isleminde Agilent marka quartz mikro
kiivette (80 uL), Bradford yénteminde ise L.P. Italiana (Milano, italya) marka

polistiren plastik makro kivet (1mL) ile gerceklestirilmistir.

3.1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Peptitlerin stine proteazi ile etkilesimlerinin belirlenmesi asamasinda kullanilan
HPLC cihazi Agilent 1100 serisine ait kromatografik sistem olup Agilent
Technologies Inc. firmasindan (Kaliforniya, A.B.D.) saglanmistir. Cihaz izokratik

pompa, gaz uzaklastirici sistem, oto enjeksiyon sistemi ve DAD dedektdr
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icermektedir. Kromatografik sistemde ayrim Agilent Bio SEC-3 Size Exclusion

(150 A, 3 um, 300 mm L, 4.6 mm ID) kolonunda gerceklestirilmistir.

3.1.5. Floresans Spektrofotometresi

Floresans igsaretli peptitler ile enzim aktivitesinin belirlenmesi asamasinda
kullanilan Cary Eclipse Floresans Spektrofotometre ve quartz mikro kivet (50
ML) Varian (Hollanda) firmasindan temin edilmistir.  Analiz slresince sabit
sicakligl saglamak igin peltier sistem kullaniimistir. Floresans siddeti 6lgtlirken

PMT voltaji 600 volt ve slit agikliklari 10 nm olarak belirlenmistir.

3.2.Metot

3.2.1. Un Orneklerinde Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Slne proteazi iceren kepekli un ve kepeksiz un drnekleri saf su igerisinde 0.3
g/mL konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanip 1 saat karistirmali ortamda
inkiibe edildikten sonra 12000 g'de 25 dk boyunca santriflj edilmistir. Elde
edilen supernatantlardaki sune proteazinin aktivitesi modifiye Zeleny

sedimentasyon testine dayali prosedur ile belirlenmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda, 6ncelikle sedimentasyon test ¢dzeltisi hazirlanmistir.
Bunun igin, %90’hk laktik asitten 50 mL alinip saf su ile 200 mlL'ye
tamamlandiktan sonra hazirlanan ¢ézeltinin dengeye gelmesi igin, ¢dzelti geri
sogutucu altinda 6 saat kaynatimistir. Sedimentasyon test c¢o6zeltisinin
hazirlanmasinda ise, elde edilen laktik asit stok c¢ozeltisinden 18 mL alinarak
tzerine 20 mL izopropil alkol ilave edilmis ve saf su ile 100 mlL'ye

tamamlanmigtir.

Ekstraktlardaki proteaz aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in, saglam un érneginden
0.8 g alinarak Uzerine 1 mL bromfenol ¢ézeltisi (4 mg/L) ve 4 mL ekstrakttan
eklenerek 37°C’de 2 saat boyunca karistirmali ortamda inkibe edilmigtir.
Kontrol olarak 4 mL ekstrakt icermeyen ekstraksiyon c¢oézeltisi eklenmistir.
inkiibasyon sonrasinda 6rneklere 5 mL sedimentasyon test c¢ozeltisi ilave
edilerek 5 dakika boyunca karistirimis ve &rneklerin bulundugu dereceli
santrif(j tpleri diz bir zemine alinarak tam 5 dk sonra, siine proteazi iceren
ekstraktlar ile kontrol 6rneginin ¢okelti hacimleri belirlenmistir. Kontrol érneginin
¢cokelti hacminden ekstraktin ¢gékelti hacmi ¢ikartilarak proteaz aktivite degerleri

(mL) belirlenmisgtir.
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3.2.2. Siine Proteazinin Un Orneklerinden Ekstraksiyonu

Un O&rneklerinden sine proteazinin ekstraksiyonunun optimizasyonu igin
oncelikle farkli konsantrasyon degerleri denenmistir. Bu amacla un érnekleri saf
su icerisinde 0.05-0.4 g/mL konsantrasyon araliginda toplam hacim 10 mL
olacak sekilde hazirlanarak 1 saat boyunca karistirmali ortamda inkibe
edilmistir. Sonrasinda 12000 g'de 25 dk santrifij normu uygulanarak
supernatantlar elde edilmis ve supernatantlardaki siine proteaz aktivite degerleri
modifiye Zeleny sedimentasyon testine dayall prosedir ile yukarida anlatildigi
sekilde belirlenip optimum konsantrasyon degeri saptanmistir. ikinci asamada
ise, en yuksek aktivitenin goéruldigu ekstraksiyon suresi tespit edilmistir. Bu
amacla, bes farkli inkiibasyon (0, 15, 30, 45 ve 60 dk) belirlenerek ekstraksiyon
islemi gerceklestiriimigtir. Son olarak, proteolitik aktivitenin maksimum oldugu
sire ve konsantrasyon degeri kullanilarak en ylUksek aktivitenin goéruldugu
ekstraksiyon ¢dzeltisi saptanmistir. Bu dogrultuda literatirde kullanilan
ekstraksiyon c¢ozeltileri [35,42] g6z 6nunde bulundurularak, etanolamin ve
TritonX-100 igeren saf su ¢ozeltileri ekstraksiyon icin kullanilmigtir. Oncelikle
farkli konsantrasyon araliginda (% 0.005-0.05 (v/v)) Triton X-100 cozeltileri
hazirlanmis ve ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda ise, optimum
aktivitenin gézlendigi Triton X-100 konsantrasyon degeri saptanmistir. Triton X-
100 ¢ozeltisinden sonra ekstraksiyon ¢dzeltisi olarak 0.05 M Tris-HCI (pH 9) ve
0.1M etanolamin (pH 9) co6zeltileri denenmistir. Yine bu ¢ézeltiler ile elde edilen
ekstraktlar icin proteolitik aktivite, modifiye Zeleny sedimentasyon testine dayali

prosedur ile belirlenmistir.

3.2.3. Siine Proteazinin Kismi Saflastiriimasi

Kismi saflastirilma islemi amonyum silfat ile proteinlerin ¢oktirtlmesi ve etanol
ile proteinlerin ¢oktirilmesi olarak iki farkh yéntem ile gergeklestiriimistir.
Proteinlerin amonyum silfat ile ¢okturilmesi isleminde, dncelikle ekstrakttaki
proteinler farkli doygunlukta (%20-70) kati amonyum silfat ile ¢okttralmastar.
100 mL ¢ozelti icin gereken kati amonyum silfat miktarlari Tablo 3.1’de

gosterilmigtir.
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Tablo 3.1. 100 mL ¢ézelti icin gereken kati amonyum silfat miktari (g)

Amonyum sulfatin son konsantrasyonu (% doygunluk)
0°C sicaklik
degerinde
20 30 40 50 60 70

5 0 10.6 16.4 22.6 29.1 36.1 43.6
&
7)
8 20 0 5.5 11.3 17.5 24 1 31.2
&
g =
o 3 30 0 5.6 11.7 18.1 24.9

c
X -}
— (@]
c >
= 8 |40 0 58 | 12.0 | 187
5 X
w N
€ 50 0 6.0 12.5
>
c
£
< 60 0 6.2

Daha sonra elde edilen ekstrakt hacmine gére kati amonyum stlfat miktari
belirlenip, ekstrakta hesaplanan miktarda amonyum silfat eklenerek, proteaz
iceren amonyum silfat ¢ozeltileri hazirlanmistir. 45 dk inkibasyondan sonra
cozeltilere 12000 g'de 15 dk santrifij normu uygulanmistir. Supernatantlar
ayrildiktan sonra, geriye kalan pelletler ekstrakt hacmi kadar saf suda
¢6zinmustir. Son olarak, kalan amonyum silfat c¢o6zeltisinin ortamdan
uzaklastiriimasi icin diyaliz islemi uygulanmistir. Diyaliz ¢dzeltisi olarak saf su
Sigma-Aldrich Co. (St A.B.D.)

firmasindan alinan 14 kDa cut-off degerine sahip selliloz diyaliz membranlarina

kullaniimistir.  Protein  ¢ozeltileri Louis,
ilave edildikten sonra 6rnekler 1 gece boyunca 4°C soduk oda ortaminda
karistirmaya birakilmistir. Diyalizden sonra elde edilen protein ¢dzeltilerindeki
prosedurda ile

proteolitik aktivite ise modifiye Zeleny sedimentasyon

belirlenmistir.
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ikinci olarak uygulanan yéntem ise etanol ile proteinleri ¢éktirme islemidir [45].
Bu dogrultuda oncelikle %100’luk saf etanol, 1 gece boyunca -20°C’de
sogutulmustur. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstrakt, soguk etanol ile
hacimce 1:9 oraninda karistirildiktan sonra ¢ézelti -20°C’de en az 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 13000 g’de 30 dk boyunca santrifj
edilip, supernatant dikkatli bir sekilde ayrilmistir. Geriye kalan pelletin etanolden
iyice uzaklagmasi igin, pellet 1.5-2 saat boyunca oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra, pellet ekstrakt hacmi kadar saf suda
¢6zUnmustar. Cézlinen 6rnek diyalize alinarak 1 gece boyunca 4°C soguk oda
ortaminda karistirmaya birakilmigtir. Diyaliz 6ncesi ve sonrasi elde edilen
protein c¢ozeltilerindeki proteolitik aktivitesi belirlenmigtir. Prosedirde kontrol
olarak ekstrakt icermeyen saf su kullaniimistir ve Zeleny degerleri suyla

kiyaslanarak mL olarak verilmistir.

Sline zarari géren un oOrneklerinden sine proteazinin ekstraksiyonu ve
proteazin etanol ile kismi saflastirimasi sonrasi elde edilen konsantre protein
cozeltisi dustuk basing jel filtrasyon sistemi kullanilarak molekdl agirliklarina
gore fraksiyonlara ayrilmigtir. Jel filtrasyon sisteminde, 5 mL’lik yatak hacmine
sahip polipropilen plastik kolon Thermo Fisher Scientific sirketinden
(Massachusetts, A.B.D) saglanmistir. Kolon dolgu materyali olarak 3-70 kDa
molekul agirligr araliginda ayrim saglayan, 3-12 pH araliginda stabilite gésteren
Superdeks 75 maddesi sabit faz olarak kullaniimistir. Kolon, 5 mL kolon dolgu
maddesi ilavesinden sonra saf suyla yikanmistir. 2 mL konsantre protein
cozeltisi kolona yiklenerek, 1 mL hacminde fraksiyonlar toplanmistir. Kolona
beslenen konsantre protein ¢dzeltisinin ve elde edilen fraksiyonlarin 280 nm
dalga boylarinda UV-Vis Absorpsiyon Spektrofotometresi'nde absorbans

degerleri élgtlmustir. Her bir fraksiyondaki proteolitik aktivite belirlenmigtir.

Proteaz iceren konsantre protein ¢dzeltisinin protein miktari Bradford yéntemi ile
belirlenmistir [46]. Bu dogrultuda &ncelikle 0.25 - 1.5 mg/mL konsantrasyon
arahdinda BSA standart ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bradford ¢ézeltisine (1 mL),
40 pL kismi olarak saflastinimis proteaz c¢bézeltisi ve standart ¢ézeltiler ilave
edilip, ¢ozeltiler iyice karigtinimistir. 15-20 dk oda sicakliginda inkiibasyondan
sonra  Orneklerin 595 nm dalga boyunda UV-Vis Absorpsiyon

Spektrofotometresi’nde absorbans degerleri Olgiimustir. Degerlere goére
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kalibrasyon grafigi olusturularak proteaz iceren c¢ozeltinin protein miktar
belirlenmistir.

3.2.4. Sentezlenen Peptitlerin Siine Proteazi ile Etkilegsimlerinin

Belirlenmesi

Sine proteazina 06zgl peptit substratin bulunmasi amaciyla, proteazin
spesifiklik gdsterdigi yiksek molekdl agirlikh glutenin altbirimlerinin (HMW-GS)
tekrarlanan dizilimlerine gére, X-tip HMW-GS’ye ait 15 amino asit
uzunlugundaki PGQGQQGYYPTSPQQ ve 18 amino ait uzunlugundaki
PGQGQQGQQGYYPTSPQQ peptitlerinin yani sira, Y-tip HMW-GS’ye ait 15
amino asit uzunlugundaki PGQGQQGYYPTSLQQ peptiti, GenScript

(Piscataway, NJ, A.B.D.) ticari firmasina kati faz yéntemi ile sentezlettiriimigtir.

Peptitlerin sline proteazi ile etkilesimlerinin belirlenmesi amaciyla peptit
cOzeltileri, kismen saflastirilmis proteaz ¢ozeltileri ve peptit-proteaz karigimi
inkiibe edilerek peptit yapisinda meydana gelen degisimler HPLC ile analiz
edilmigtir. Bu dogrultuda HPLC sisteminde mobil faz olarak %100 saf su
kullaniip, 0.4 mL/dk akis hizi ve 40 dk analiz slresi uygulanarak ol¢cimler
gerceklestiriimigtir. Kolon sicakligi 20°C’de sabit tutulmus ve O&rneklerin

absorbansi DAD dedekt6r yardimiyla 280 nm dalgaboyunda tespit edilmigtir.

Oncelikle 10 pL saf suda hazirlanan peptit ¢ozeltisi (8 mg/mL) 25 uL kismen
saflastirilan enzim ¢dzeltisi (2.46 mg/mL) ile karistirlimis ve saf su ile 350 uL’ye
tamamlanmistir. Kontrol olarak enzim c¢o6zeltisi icermeyen peptit ve peptit
cOzeltisi eklenmemis enzim c¢o6zeltisi ayni konsantrasyonlarda saf su ile
hazirlanmistir. Hazirlanan tum c¢oézeltiler 37°C’de 2 saat boyunca karigtirmal
ortamda inkUibe edilmistir. Cozeltiler kolona 50 yL hacminde enjekte edilmis ve
orneklere ait kromatogramlar elde edilmistir. Reaksiyon sonrasi peptite ait pikin
alani, reaksiyona girmeyen peptit pikinin alani ile karsilastirilarak peptitlerin

kirilma oranlari belirlenmistir.

3.2.5. Peptit-Siine Proteazi Etkilesimi icin Optimum Kosullarin
Belirlenmesi

Proteolitik aktivite i¢cin optimum pH ve sicaklik degerleri saptanmigtir. Bu amag
dogrultusunda, 10 pL saf suda hazirlanan peptit ¢dzeltisi (8 mg/mL) 25 pL
kismen saflastirilan enzim ¢oézeltisi (2.46 mg/mL) ile karnistinlmig ve farkh pH
degerlerine sahip (pH 6, 7, 8, 9 ve 10) 0.05 M Tris-HCI tamponu ile 350 uL’ye
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tamamlanmigtir. Kontrol olarak enzim c¢o6zeltisi icermeyen peptit ve peptit
cOzeltisi eklenmemis enzim ¢dzeltisi ayni konsantrasyonlarda Tris-HCI tamponu
ile hazirlanmistir. Tum ¢oézeltiler 37°C’de 2 saat boyunca karigtirmali ortamda
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda cézeltiler kolona 50 pL hacminde
enjekte edilerek kirilan peptit oranlari HPLC ile belirlenmistir. HPLC sisteminde,
farkh pH degerlerinde hazirlanan 0.05 M Tris-HCI ¢o6zeltileri 10 kat saf suyla

seyreltilip mobil faz olarak kullaniimigtir.

Her peptit icin optimum pH degeri belirlendikten sonra ikinci agamada proteaz-
peptit inkiibasyonu ic¢in optimum sicaklik degerinin saptanmasi amagclamistir.
Bu asamada, 10 pL peptit ¢ozeltisi (8 mg/mL) 25 pL kismen saflastirilan enzim
cOzeltisi (2.46 mg/mL) ile karistirlmis ve bir énceki agsamada belirlenen pH
degerine sahip 0.05 M Tris-HCI tamponu ile 350 pL’ye tamamlanmistir.
Reaksiyon ¢ozeltisi ve kontrol ¢ozeltileri farkli sicakliklarda (25, 30, 35, 37 ve
42°C) 2 saat boyunca karistirmali ortamda inkibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda farkl sicakliklarda peptitlerin kirilma oranlari HPLC ile belirlenmis ve

optimum sicaklik degerine karar verilmistir.

3.2.6. Peptit Substratin Floresans Boya ile isaretlenmesi
Bir 6nceki asamada stine proteazinin en etkin aktivite gésterdigi peptit dizilimi
potansiyel silne proteazi substrati olarak secilmis ve bu peptit substratin

florometrik bir analiz metotu gelistiriimesinde kullanilmasi hedeflenmistir.

Peptit substratlarin florojenik olarak isaretlenmesinde yaygin olarak Floresans
Rezonans Enerji Transferi (FRET) yoéntemi kullanilimaktadir. FRET
mekanizmasi, enerjinin bir dondr (verici) florofordan bir alici florofora aktariimasi
esasina dayanmaktadir. Bu ydntem, &zellikle molekuller arasi etkilesimin
incelenmesinde, molekdllerin  hidrolizi ve konformasyonal degisimlerinin
belirlenmesinde kullaniimaktadir. Molekullerin  hidrolizinde, verici florofor
uyarilan enerjiyi alici florofora aktarmaktadir ve floroforlar arasi bagin hidrolizi
sonucu aradaki mesafe artmaktadir. Aradaki mesafenin artmasiyla verici
floroforda floresans i1sima meydana gelmektedir [47]. Bu dogrultuda peptit
dizilimi FRET o6lgimu i¢in dondr olarak EDANS ve alici olarak Dabcyl ¢ifti ile
isaretlenmistir. FRET cifti ile isaretlenen peptitler GenScript Corp. (NJ. ABD)
firmasi tarafindan kati faz yéntemi ile sentezlenmigtir. Peptitlerin saflik degerinin

%90’In Gzerinde oldugu belirtilmistir.
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3.2.7. Florojenik Peptit Substrat ile Siine Proteazi Aktivitesinin
Belirlenmesi

FRET cifti ile isaretlenen peptit substratin stine proteazinin kantitatif tayininde
kullanilabilirliginin saptanmasi amaciyla peptit substrat kismen saflastirilan stine
proteazi ile etkilestirilmis ve peptitin floresans giddetindeki degisim incelenmistir.
Bu amagla, FRET isaretli peptit DMSO icerisinde ¢éztindirulerek stok substrat
¢cozeltisi 30 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis ve optimum pH degerindeki
0.05 M Tris-HCI tamponu ile 0.67 mg/mL konsantrasyona seyreltilmigtir.
Substrat ¢ozeltisinden 60 pL alinarak farkli konsantrasyonlardaki (1.85 — 0.15
mg/mL) 40 pL kismen saflastirilan enzim c¢oézeltisi ile quartz mikrokivette
karistirimis ve floresans siddetindeki artis zamana karsi takip edilmistir.
Olglimler 10 dakika zaman araliyinda dakikada bir alinmis ve sicaklik 37°C’de

sabit tutulmustur.

Geligtirilen florojenik substratin kismen saflastirilan siine proteazi ile etkilesimi
incelendikten sonra, analiz yénteminin un d&rneklerindeki sine proteazinin
kantitatif tayini icin kullanilabilirligi incelenmistir. Bu asamada sline zarari géren
un 6rnegi saf su icerisinde 0.35 g/mL konsantrasyonda hazirlanarak 45 dk
boyunca karistirmali ortamda inkUbe edilmistir. Sonrasinda 12000 g'de 25 dk
santrifij uygulanarak supernatant elde edilmig ve sline proteazi igeren bu
ekstrakttan saf su ile farkli derisimlerde proteaz igeren ¢ézeltiler hazirlanmigtir.
Substrat ¢oézeltisinden (0.67 mg/mL) 60 pL alimip, 40 uL farkl
konsantrasyonlardaki stine proteazi iceren ekstraktla karistirilmistir. Floresans
siddetindeki artis zamana karg! takip edilmigtir. Olgiimler 10 dakika zaman

araliginda dakikada bir alinmis ve sicaklik 37°C’de sabit tutulmustur.

3.2.8. Florometrik Analiz Yontemi ile Siine Proteazinin Kantitatif Tayini

Calismanin son asamasinda, farkli oranlarda sine zarari gérmis un
orneklerinin  geligtirilen  florometrik analiz ydntemi ile kantitatif tayini
amaclanmistir. Bunun icin sine zarari gbéren ve saglam un &érnekleri farkh
oranlarda karigtirilarak, degisik oranlarda sine zarari géren un 6rnekleri elde
edilmistir. Bu un o6rneklerine modifiye Zeleny sedimentasyon testi [20]
uygulanmis ve Zeleny sedimentasyon ile modifiye Zeleny sedimentasyon
degerleri arasindaki fark belirlenmistir. Bu 6rneklerden 7 g alinarak 20 mL saf

su eklenmis ve 45 dk boyunca karigtirmali ortamda inkibe edilmigtir.
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Sonrasinda 12000 g'de 25 dk santriflj edilerek supernatant elde edilmistir. Un
orneklerinden elde edilen supernatantlardan 40 pL alinip, 60 pL 0.67 mg/mL
konsantrasyondaki substrat ¢ozeltisine ilave edilmis ve floresans siddetindeki
artis zamana karsi takip edilmistir. Olctimler 10 dakika zaman araliginda

dakikada bir alinmistir.

Geligtirilen analiz yénteminin dogrulugunun belirlenebilmesi i¢in sine zarari
goérmus farkli bir un ©6rnedi florometrik ydntem ile analiz edilmistir. Un
6rnedinden 7 g alinarak 20 mL saf su eklenmis ve 45 dk boyunca karistirmali
ortamda inkUbe edildikten sonra 12000 g’de 25 dk santriflij edilerek supernatant
elde edilmigtir. Elde edilen supernatanttan 40 pL alinip, 60 pL 0.67 mg/mL
konsantrasyondaki substrat ¢ozeltisine ilave edilmis ve floresans siddetindeki
artis zamana karsi takip edilmistir. Un érnegindeki proteolitik aktivite bir énceki
basamakta elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak belirlenmis ve un
ornegdine ait Zeleny sedimentasyon ile modifiye Zeleny sedimentasyon degerleri

arasindaki fark ile kargilastiriimistir.
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4. SONUCLAR

4.1.Siine Zarari Gérmiis Unlarda Proteolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Slne zarari gérmis bugday tanelerinin 6gutiimesiyle elde edilen kepekli un ve
kepeksiz un &rneklerindeki proteolitik aktivite modifiye Zeleny sedimentasyon
testine dayali prosedur ile belirlenmigtir. Bu agsamada un 6rneklerine saf su ilave
edilerek siine proteazinin suya gecmesi amaclanmigtir. inkiibasyon sonunda
suda ¢6ziinmeyen bilesenler santrifij islemi ile uzaklastinlarak proteolitik
aktiviteye sahip ekstraktlar elde edilmistir. Ekstraktlardaki proteolitik aktivitenin
kantitatif olarak belirlenebilmesi icin ekstraktlar siine zarari gérmemis saglam un
ornekleriyle etkilestirilmistir. Kontrol olarak saglam un drnegine ekstrakt hacmi
kadar saf su eklenmistir. inkiibasyon sonrasinda saglam un &rneginin
sedimentasyonu saglanmis ve kontrol &érneginin c¢okelti hacminden ekstrakt

iceren drnegin ¢dkelti hacmi gikartilarak proteaz aktivite degerleri belirlenmigtir.

Sonugclara goére kepekli un érneginden elde edilen ekstraktta proteolitik aktivite
degeri 3.75 (£ 0.14) mL olarak bulunurken, kepeksiz un érneginde bu deger 3.4
(£ 0.21) mL olarak bulunmustur. Kepekli un érneginden elde edilen ekstraktta
daha yuksek proteolitik aktivite gordldugunden, calismanin ilerleyen
asamalarindaki sline proteazinin ekstraksiyonu ve kismi saflastirimasinda

kepekli un 6érnegi kullanilmistir.

4.2.Siine Proteazi Ekstraksiyonu

Sine proteazinin un o6rneklerinden maksimum aktiviteyi verecek sekilde
ekstrakte edilmesi amaciyla ekstraksiyon kosullari optimize edilmistir. Oncelikle
optimum konsantrasyon degerinin belirlenebilmesi igin un &6rnekleri 0.05-0.4
g/mL konsantrasyon araliginda saf su ile ekstrakte edilmis ve ekstraktlardaki

stine proteaz aktivite degerleri belirlenmistir (Sekil 4.1).

Un 6rneginin konsantrasyonu arttikgca ekstrakttaki proteolitik aktivitenin de arttigi
gorulmastir. Ancak, 0.35 g/mL konsantrasyon degerinin (zerinde artis
gortlmemistir. Bu durumun, 0.4 g/mL konsantrasyonda ¢&zeltinin oldukga
viskoz bir hal almasindan kaynaklandigi distntlmektedir. Bu nedenle, un
orneklerinden stine proteazinin ekstraksiyonunda optimum konsantrasyon

degeri 0.35 g/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Un konsantrasyonuna karsilik ekstraksiyon ¢ézeltilerindeki proteolitik

aktivite degerleri

ikinci asamada ise optimum konsantrasyon miktari kullanilarak, ekstraksiyon
suresine karsilik proteaz aktivitesindeki degisim incelenmistir. Bu amacla, stine
proteazi igeren un 6rneg@i saf su igerisinde karistirilip farkl strelerde inklbe
edilmis ve santrifije alinmigtir. Elde edilen ekstraktlardaki proteaz aktivitesi
modifiye Zeleny sedimentasyon testine dayali prosedir ile belirlenmistir
(Sekil 4.2). inkiibasyon siiresi arttikca proteolitik aktivitenin arttigi ve 45
dakikadan sonra énemli bir dedisim olmadigi gérilmustir. Un &6rneklerinden
suine proteazinin ekstraksiyonunda optimum inktubasyon siresi 45 dk olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.2. inkilbasyon siresine karsilik ekstraksiyon ¢ézeltilerindeki proteolitik

aktivite degerleri

Son olarak en yuksek proteolitik aktivitenin géraldigu konsantrasyon degeri ve
ekstraksiyon suresi kullanilarak, ekstraksiyon c¢oézeltisine karar verilmistir. Bu
amagcla ilk olarak % 0.005-0.05 konsantrasyon arahdinda Triton X-100
cozeltileri kullaniimistir ve ekstraktlardaki proteaz aktiviteleri belirlenmigtir.
Deneyde kontrol olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Triton X-100
¢cozeltileri  kullaniimistir.  Farkli  konsantrasyonlarda Triton X-100 igeren

ekstraktlara ait proteaz aktivite degerleri Sekil 4.3’te gosterilmigtir.

Ekstraksiyon c¢oézeltisindeki Triton X-100 miktari arttikga, ekstraktin proteolitik
aktivitesinde de artis gorllmistir. Bu artis  %0.04 Triton X-100
konsantrasyonuna kadar devam etmis, ancak % 0.05 konsantrasyonunda
énemli bir azalis gézlenmistir. Ancak en yiksek proteaz akvitesinin goéraldugu
%0.04 Triton X-100 konsantrasyonundaki proteolitik aktivite degerinin (4.95 +
0.07 mL) saf sudan elde edilen degere c¢ok yakin oldugu (4.7 + 0.22 mL)
belirlenmistir. Triton X-100 ¢dzeltisinin ileriki asamalarda gercgeklestirilecek
florometrik analiz yéntemine girisimde bulunma ihtimali g6z éniine alinarak, bu

¢cozeltinin ekstraksiyon asamasinda kullaniimamasina karar verilmistir.

27



(o)}

o
o
1

|4}
—p—
L 4

P
o
*

w
o
*

Proteolitik aktivite {(mL)
P
*
*

w
1

N
o
1

N

0 0.01 002 003 004 005 006

Triton X-100 konsantrasyonu (%)

Sekil 4.3. Triton X-100 konsantrasyonuna karsilik ekstraksiyon c¢ézeltilerindeki

proteolitik aktivite degerleri

Triton X-100 ¢o6zeltilerinden sonra ekstraksiyonda sirasiyla 0.05 M Tris-HCI (pH
9) ve 0.1 M etanolamin (pH 9) c¢oézeltileri kullaniimis ve ekstraktlardaki proteaz
aktiviteleri belirlenmistir. Sline proteazi icermeyen Tris-HCI ve etanolamin
cozeltileri kontrol olarak kullaniimistir. Modifiye Zeleny testine dayali prosedur
ile belirlenen ekstraktlardaki proteolitik aktivite degerleri incelendiginde hem
0.05 M Tris-HCI c¢ozeltisi igin (2.99 + 0.28 mL) hem de 0.1 M etanolamin
gozeltisi igin (1.57 = 0.1 mL) bu degerlerin ¢gok dusik oldugu gorulmustar.
Ancak, un ekstraktlarindaki proteolitik aktivitenin belirlendigi ¢dzeltilerde
sedimentasyonun etkin bir bicimde gerceklesmedigi ve kontrol 6rneginde de
¢cokelti hacminin ¢ok dusik oldugu gézlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, Tris-
HCI ve etanolamin ¢ozeltilerinin ekstraktlardaki proteolitik aktivitenin belirlendigi
modifiye Zeleny testine dayall yéntemde kullanilamayacagina ve bdylece diger
ekstraksiyon parametrelerinden elde edilen sonugclarla karsilastirlamayacagina
karar verilmigtir. Bu nedenle, un érneklerinden sline proteazinin ekstraksiyonu
icin en iyi ¢ézucundn su oldugu belirlenmis ve galigmanin sonraki asamalarinda

saf su kullaniimigtir.
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4.3.Siine Proteazinin Kismi Olarak Saflastiriimasi

Siune proteazi-peptit etkilesimlerinin daha ayrintili bir sekilde incelenebilmesi
icin elde edilen ekstrakttan siine proteazi kismi olarak saflastiriimistir. ilk olarak
ekstraktlardaki proteinler farkl doygunlukta (% 20-70) kati amonyum sulfat ile
cokturdlmustar. Amonyum silfat c¢ozeltisi santrifdj islemi ile ortamdan
uzaklastirildiktan sonra proteinler tekrar saf su ile ¢ézindurilmustir. Daha
sonra ortamdaki kalan amonyum sulfati uzaklastirmak icgin diyaliz iglemi
uygulanmistir. Diyaliz sonrasi elde edilen proteaz igceren ¢ozeltilerdeki proteolitik
aktivite modifiye Zeleny sedimentasyon testine dayali prosedur ile belirlenmistir
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Amonyum silfat c¢b6zeltisinin  doygunluk degerlerine karsilik

cozeltilerdeki proteolitik aktivite degerleri

Kismi saflagtirma isleminde kullanilan amonyum sulfat ¢dzeltisinin doygunluk
derecesi arttik¢a ilk basta ¢ozeltilerdeki proteolitik aktivite artmistir. En yiksek
proteolitik aktivitenin % 40 doygunluga sahip amonyum silfat ile hazirlanan
protein c¢oézeltisinde oldugu goralmustir. Ancak bu degerin Uzerinde

cOzeltilerdeki proteaz aktivitesinin tekrar azaldigi gdzlenmistir.
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Kismi saflastinimada ikinci yontem olarak etanol ile proteinleri ¢éktirme iglemi
uygulanmistir. Oncelikle soguk % 100’liik saf etanol, proteaz iceren ekstrakta
1:9 oraninda ilave edilmistir. inkiibasyon ve santrifiij islemlerinden sonra, elde
edilen pellet iyice kurutularak saf suyla tekrar ¢éztndartlmuasttr. Cézelti diyalize
alinarak, diyaliz 6ncesi ve sonrasi proteolitik aktivite degerleri belirlenmigtir.
Etanol kullanilarak kismi olarak saflastirilan ¢ézeltinin diyaliz 6ncesi proteolitik
aktivite degeri 3.69 mL, diyaliz sonrasi ise bu deger 3.60 mL olarak él¢cuimastir.
Diyaliz 6ncesi ve sonrasi proteolitik aktivite degerleri birbirine ¢ok yakin
cikmigtir. Bu da etanol ile ekstrakttaki proteinlerin ¢oktirtilmesi yénteminde
diyaliz isleminin ¢ok fazla etkili olmadigini géstermektedir. Bu nedenle etanol ile
kismi saflastirma igleminde elde edilen protein ¢ézeltisinin diyaliz edilmemesine

karar verilmigtir.

Bu iki farkh kismi saflastirma yéntemlerinden hangisinin daha etkili oldugunu
belirlemek amaciyla un érneginden ekstrakte edilen ¢ézeltinin proteolitik aktivite
degeri, %40 doygunlukta kati amonyum silfatla ve etanol ¢ozeltisi ile kismi
olarak saflastirlmis protein c¢oézeltilerindeki proteolitik aktivite degerleri ile
karsilagtinimistir (Sekil 4.5).

Sline zarari gérmis un érneklerinden elde edilen ekstraktlardaki proteazin kismi
olarak saflastirimasinda etanol ile c¢oktirme isleminin amonyum silfat ile
¢coktirme ydnteminden daha etkin oldugu gérulmustir. Ancak etanol ile kismi
saflastirilan protein ¢dzeltisinde de bir miktar enzim kaybi1 géralmustir. Ancak
etanol ile protein ¢oktirmesi sonrasi elde edilen pellet daha dusik hacimdeki
saf suyla c¢ézindurilerek coézeltideki proteaz konsantrasyonunun arttiriimasi

dagunulmustar.
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Sekil 4.5. Proteaz iceren ¢ozeltilerin ekstraksiyon ve kismi saflastirma sonrasi

proteolitik aktivite degerleri

Calismanin sonraki agamalarinda kullaniimak Uzere kismi saflagtirma isleminde
protein konsantrasyonu arttiriimig ve ¢o6zeltinin proteolitik aktivite degeri 5 *

0.07 mL olarak tespit edilmistir. Bu c¢o6zeltinin toplam protein miktarinin

belirlenebilmesi igcin Bradford ydntemi [46] kullaniimis ve protein miktari 2.46
mg/mL olarak bulunmustur.

Kismi olarak saflastirilan stine proteazinin saflik derecesinin arttirilmasi igin jel
filtrasyon yontemi uygulanmigtir. Bu amacla, kismi olarak saflastirilan protein
¢cozeltisinden 2 mL dusik basing jel filtrasyon sistemine beslenmis ve hacimleri
1 mL olacak sekilde 11 fraksiyon toplanmistir. Jel filtrasyon sonucu elde edilen
bu fraksiyonlarin protein miktarlari UV-Vis Absorpsiyon Spektrofotometresi’nde
belirlenmistir. Fraksiyonlarin 280 nm’deki absorbans degerleri Sekil 4.6'da

verilmigtir.
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Sekil 4.6. Jel filtrasyon sisteminden toplanan fraksiyonlara ait 280 nm’deki

absorbans degerleri

Jel filtrasyon sisteminden elde edilen fraksiyonlarda siine proteazinin varliginin
tespiti icin  herbir fraksiyondaki proteolitik aktivite ~modifiye Zeleny

sedimentasyon testine dayali prosedur ile belirlenmistir (Sekil 4.7).

Jel filtrasyon sonrasi elde edilen fraksiyonlardaki proteaz aktivitelerinin ¢ok
dusik oldugu goérulmastir. Bunun, jel filtrasyon sisteminden elde edilen
fraksiyonlarda proteinlerin ¢ok fazla seyrelmesinden kaynaklandigi
diusundlmastar.  Ayrica, fraksiyonlardaki  proteolitik  aktivite  degerleri,
fraksiyonlarin protein miktarlariyla uyumlu ¢ikmistir. Yiksek protein igerigine
sahip fraksiyonlarda proteolitik aktivite yilksekken, protein miktarinin
azalmasiyla aktivitede de disis gorulmektedir. Bu ¢bézelti icerisindeki sine
proteazinin belirli fraksiyonlarda yodunlagmadigini ve kullanilan jel filtrasyon
kolonunda diger proteinlerden etkin bir sekilde ayriimadigini géstermektedir. Bu
nedenle sine proteazinin jel filtrasyon sistemi ile ileri saflastiriimasinin
yapilmamasina ve ¢alismanin sonraki asamalarinda kismi saflastiriimis protein
¢ozeltisinin kullanilmasina karar verilmigtir.
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Sekil 4.7. Jel filtrasyon sisteminden toplanan fraksiyonlara ait proteolitik aktivite

degerleri

4.4.Siine Proteaz - Peptit Etkilesiminin incelenmesi

Sline proteazina 6zgl substrat olarak kullaniimasi disindlen peptitlere ait
amino asit dizilimleri ve peptit kodlari Tablo 4.1'de verilmistir. ik olarak kepekli
un orneklerinden sitine proteazi belirlenen optimum ekstraksiyon kosullarinda
ekstrakte edilmigtir. Daha sonra ekstrakttaki proteinler saf etanol ile kismi olarak
saflastirilmis ve derigik hale getirilmigtir. Kismi saflagtirma sonrasi elde edilen
proteaz iceren c¢dzeltinin, sentezlenen 3 farkli peptit ile etkilesimi HPLC’de
incelenmistir. Bu amacla, saf su icinde hazirlanan enzim ¢ézeltisi peptit ¢ozeltisi
ile karistinlmis ve 37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Peptit yapisinda
meydana gelen degisimlerin belirlenebilmesi igin ayni konsantrasyonlarda
enzim icermeyen peptit ve peptit icermeyen enzim c¢oézeltileri saf su kullanilarak
hazirlanmis ve ayni sekilde inkiibe edilmistir. Peptit 1, peptit 2 ve peptit 3’0n
stine proteazi ile etkilesimlerinden elde edilen kromatogramlar sirasiyla $ekil
4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.
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Tablo 4.1. SUne proteazi substrati olarak incelenen peptitlerin dizilimleri

Peptit 1 PGQGQRQGYYPTSPQQ

Peptit 2 PGQGQQGQRQGYYPTSPQQ

Peptit 3 PGQGQQGYYPTSLQQ

90

—Peptit 1 cdzeltisi
—Peptit 1 ve enzim ¢ozeltisi
70 A Enzimcozeltisi

60 A
50 A
40 A

Absorbans (ma.b.)

20 A F

10 - /ﬁ\n\ ‘

0 5 10 15 20 25
Zaman (dKk)

Sekil 4.8. inkiibasyon sonrasi peptit 1, enzim ve peptit 1-enzim ¢dzeltilerine ait

HPLC kromatogramlari
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Sekil 4.9. inkiibasyon sonrasi peptit 2, enzim ve peptit 2-enzim ¢ozeltilerine ait

HPLC kromatogramlari
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—Peptit 3 ve enzim ¢ozeltisi
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60 A
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Sekil 4.10. inkiibasyon sonrasi peptit 3, enzim ve peptit 3-enzim ¢dzeltilerine ait

HPLC kromatogramlari
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Elde edilen kromatogramlarda kismi olarak saflastirilan enzim ¢oézeltisinin 4.
dakikadan basglayip yaklasik olarak 8. dakikaya kadar genis bir aralikta pik
verdigi gorulmastir. Peptitlere ait pikler ise 10. dakikada gérulmastir. Enzim
cozeltisi ile etkilestirilen peptit ¢cozeltilerine ait kromatogramlar incelendiginde
10. dakikada goérilen pikte azalmayla birlikte, hemen arkasindan kirilan peptit
fraksiyonlarina ait yeni olusan pik gdzlenmistir. Peptitlere ait 10. dakikadaki
pikin alani, enzimle etkilesim sonrasi ayni pikin alaniyla karsilastirilarak

peptitlere ait % kirilma miktarlari hesaplanmig ve Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Enzim ¢ozeltisi ile etkilestirilen peptitlerin kirllma miktarlari

Peptit kodu Kirilma miktari (%)
Peptit 1 58.9
Peptit 2 21.4
Peptit 3 4.73

Sine proteazi igeren kismi saflastinimis protein c¢ozeltisi ile etkilesim
sonrasinda her ug¢ peptitte de kirilma gézlenmistir. En ylksek kirilmanin peptit

1’e ait oldugu goérilmustar. Peptit 3’de ise bu degisim oldukga azdir.

4.5.Siine Proteazi-Peptit Etkilesimi igin Optimum pH ve Sicaklk
Degerlerinin Belirlenmesi

Potansiyel siine proteazi substratlari olarak kullaniimasi dusinulen peptitlerin
enzim ile etkilesimlerinde optimum pH ve sicaklik degerlerinin saptanmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, sadece enzim igeren, sadece peptit
iceren, enzim ve peptit iceren ¢ozeltiler farkli pH degerlerine ( pH 6, 7, 8, 9 ve
10) sahip tampon ¢ézeltileri kullanilarak hazirlanmis ve érnekler 37°C’de 2 saat
boyunca inkiibe edilmigtir. Peptitlerin enzim ¢b6zeltisi ile etkilesimleri HPLC’de
incelenmistir. Peptitlere ait pikin alani, enzimle etkilesim sonrasi ayni pikin
alaniyla karsilastirilarak peptitlere ait % kirilma miktarlari hesaplanmistir. Herbir
peptit icin farkli pH degerlerindeki % kirilma miktarlari belirlenmigtir (Sekil

411,412 ve 4.13).
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Sekil 4.11. Enzim c¢dzeltisi ile etkilestirilen peptit 1’in farkli pH degerlerindeki
kirilma miktarlari
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Sekil 4.12. Enzim c¢ozeltisi ile etkilestirilen peptit 2'nin farkli pH degerlerindeki
kirilma miktarlari
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Sekil 4.13. Enzim c¢dzeltisi ile etkilestirilen peptit 3'Un farkh pH degerlerindeki
kirilma miktarlari

Optimum peptit-proteaz etkilesiminin géraldiga pH degerleri, peptit 1 ve peptit 2
icin pH 7, peptit 3 igin ise pH 9 olarak belirlenmistir. Peptit 1 ve peptit 2 icin pH
degdisimiyle birlikte kirllma miktarlarinda énemli bir deg@isim goérilmekle birlikte,
peptit 3’'Un pH degisimine karsiik duyarlihidinin daha disik oldugu
saptanmigtir.

ikinci asamada proteaz-peptit inkiibasyonu farkli sicakliklarda (25, 30, 35, 37
ve 42°C) gerceklestirilerek, her peptit igin kirllan peptit miktari saptanmigtir.
(Sekil 4.14, 4.15 ve 4.16)
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Sekil 4.14. Enzim ¢ozeltisi ile etkilestirilen peptit 1’in farkl sicakliklardaki kiriima
miktarlari
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Sekil 4.15. Enzim c¢ozeltisi ile etkilestirilen peptit 2’nin farkh sicakliklardaki
kirilma miktarlari
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Sekil 4.16. Enzim c¢ozeltisi ile etkilestirilen peptit 3'0n farkh sicakliklardaki
kirilma miktarlari

Optimum peptit-proteaz etkilesiminin goérildigu sicakhk degerleri peptit 1 ve
peptit 3 icin 37°C, peptit 2 icin ise 30°C olarak saptanmigtir. Herbir peptit igin
proteaz aktivitesinin en yiksek oldugu pH ve sicaklik parametreleri ve bu
noktalardaki peptitlerin kiriima miktarlari Tablo 4.3’ de gd&sterilmistir. Kismi
olarak saflastirilan sine proteazinin en yilksek aktiviteyi peptit 1 Uzerinde
gosterdigi saptanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, florometrik analiz
yonteminin gelistiriimesinde substrat olarak peptit 1’e ait aminoasit diziliminin

kullaniimasina karar verilmigtir.

40



Tablo 4.3. Enzim c¢Ozeltisi ile etkilestirilen peptitlerde en yiksek kirilma

miktarlarinin belirlendigi pH ve sicaklik degerleri

Peptit Optimum pH Optimum Kiriima Miktari
Degeri Sicaklik Degeri (%)
Peptit 1 pH7 37 °C % 45.09
Peptit 2 pH7 30 °C % 29.94
Peptit 3 pH 9 37 °C % 12.32

4.6. Florojenik Peptit Substrat ile Siine Proteazi Aktivitesinin
Belirlenmesi

Sline proteazinin en etkin aktivite gosterdigi peptit 1 potansiyel siine proteazi
substratl olarak secilmis ve bu peptit EDANS/Dabcyl FRET cifti ile
isaretlenmistir. Florojenik peptit substratin maksimum uyarma ve emisyon dalga
boylarinin belirlenmesi amaciyla, substrat ¢dzeltisi enzim ¢ozeltisi ile 20 dakika
inkiibe edilmis ve c¢o6zelti quartz mikroklivete alinarak floresans
spektrofotometrede uyarma ve emisyon dalgaboylari taranmistir (Sekil 4.17).
FRET cifti ile isaretlenen peptit substrata ait maksimum uyarma dalgaboyu 338

nm ve maksimum emisyon dalgaboyu 511 nm olarak belirlenmistir.

Gelistirilen  peptit substratin  siine  proteazi  aktivitesinin  dlgiminde
kullanilabilirliginin arastiriimasi amaclanmistir. Bunun i¢in kismi saflastirilan
proteaz c¢ozeltisinden 40 pL alinarak, 60 pL peptit ¢ozeltisi (0.67 mg/mL, 0.05
M Tris-HCI, pH 7) ile kanstirlmis ve floresans siddetindeki artis zamana karsi
Olculmustur (Sekil 4.18). Kontrol olarak enzim ¢dzeltisi icermeyen substrat
¢Ozeltisinin  floresans siddetindeki degisim &lculmustar. Enzim varliginda
substrata ait floresans siddetinin zamana karsilik lineer bigimde arttig
gorilmis, ancak tek basina substratin floresansinda 6nemli bir degisime
rastlanmamistir. Bu, proteaz aktivitesinin florojenik  substratla takip

edilebilecegini gostermistir.
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Sekil 4.17. Florojenik peptit substrata ait uyarma ve emisyon dalgaboyu

taramasi
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Sekil 4.18. Kismi saflagtirlmis enzim ¢ozeltisi varliginda ve yoklugunda,

florojenik peptit substratin floresans siddetinin zamana gére degisimi
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Bir sonraki asamada, florojenik peptit substratin siine proteazinin kantitatif
tayininde kullanilabilirliginin saptanmasi amaciyla peptit substrat kismen
saflastirilan sune proteazinin farkli konsantrasyonlari ile etkilestiriimis ve
peptitin floresans siddetindeki dedisim incelenmistir. Proteolitik aktivite degerleri
reaksiyon ilk hizlarindan yola c¢ikilarak ilk 10 dakikada birim zamanda floresans
siddetindeki artigtan hesaplanmigtir. Enzim cozeltisinin protein
konsantrasyonuna karsilik proteolitik aktivite degerleri Sekil 4.19'da

gobrulmektedir.
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Sekil 4.19. Kismi saflastinimig enzim c¢dzeltisinin protein konsantrasyonuna

karsilik reaksiyon hizlari

Cozeltideki enzim miktari arttikga reaksiyon hizinda da artis goértlmektedir. Bu
aris 1.85 mg/mL enzim konsantrasyonuna kadar dogrusalken, bunun
Uzerindeki konsantrasyonlarda dogrusalliktan sapmaktadir. Bu sapmanin,
1.85 mg/mL enzim konsantrasyonun stliinde peptit substratin sinirlayici

olmasindan kaynaklandigi dugunulmektedir.

Gelistirilen florojenik substratin kismen saflastirilan sine proteazi ile etkilesimi
incelendikten sonra, analiz yénteminin un &rneklerindeki sline proteazinin

kantitatif tayini icin kullanilabilirligi incelenmistir. Bu asamada siine zarari géren
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un 6érneginden saf su ile ekstraksiyon gergeklestiriimis, herhangi bir saflagtirma
islemi uygulanmamigtir. Ekstrakttan saf su ile farkli derigsimlerde proteaz igeren
cozeltiler hazirlanmis ve bu ¢bézeltiler peptit substrat ile etkilestirilerek floresans
siddetindeki degisimler 6lctimustir. Proteolitik aktivite degerleri reaksiyon ilk
hizlarindan yola ¢ikilarak ilk 10 dakikada birim zamanda floresans siddetindeki
artistan hesaplanmigtir. Un 6rneginden elde edilen ekstraksiyon ¢dzeltisinin
protein konsantrasyonuna karsilik proteolitik aktivite degerleri Sekil 4.20°de

g6rulmektedir.
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Sekil 4.20. Ekstraksiyon ¢dzeltisinin  protein konsantrasyonuna karsilik

reaksiyon hizlari

Kismen saflastirilan enzim ¢dzeltisinden elde edilen sonuglarla uyumlu olarak,
un o6rneginden ekstrakte edilen ¢dzeltide de protein miktari arttikga reaksiyon
hizinda da artis goérulmastir. Herhangi bir saflastirma islemi yapilmamis
ekstraksiyon ¢ozeltisinde, protein miktarina karsihik daha diaguk reaksiyon
hizlari saptanmigtir. Bunun, protein digindaki suda ¢6zinen diger bilesenlerin
floresans dl¢cimde girisime neden olmasindan kaynaklandigi dastunilmektedir.
Reaksiyon hizi ile ekstraksiyon ¢dzeltisinin protein konsantrasyonu arasinda

dogrusal bir degisim gorulmustur. Buna gore, un drneklerinden ekstrakte edilen
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¢cozelti icin substrat miktarinin asiri oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda, florojenik peptit substratin un &rneklerindeki siine zararinin

tespitinde kullanilabilecegdi distnudlmustur.

4.7. Florometrik Analiz Yontemi ile Siine Proteazinin Kantitatif Tayini

Geligtirilen florometrik ydntemin un &rneklerindeki sine zararinin kantitatif
tayininde kullaniimasi amaclanmistir. Bunun igin stine zarari géren ve saglam
un ornekleri farkli oranlarda karistirilarak, Zeleny sedimentasyon ile modifiye
Zeleny sedimentasyon degerleri arasindaki fark belirlenmistir. Bu érneklerden
saf su ile ekstraksiyon gerceklestiriimis ve elde edilen ¢bzeltiler peptit substrat
ile etkilestirilmistir. Proteolitik aktivite degerleri reaksiyon ilk hizlarindan yola
cikilarak ilk 10 dakikada birim zamanda floresans siddetindeki artistan
hesaplanmigtir. Zeleny sedimentasyon ile modifiye Zeleny sedimentasyon

degderleri arasindaki farklara karsilik reaksiyon hizlari Sekil 4.21" de verilmigtir.
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Sekil 4.21. Un d&rneklerinin Zeleny sedimentasyon fark degerlerine karsihk

reaksiyon hizlari

Geligtirilen florometrik analiz yéntemi kullanilarak un 6rneklerinde artan siine
zararina karsilik reaksiyon hiz degerinin de arttigi gérilmustir. Ancak sine
zarari gérmemis, Zeleny sedimentasyon fark degeri 6 mL olan un drneginde de

2.48 a.b./dk reaksiyon hiz de@erine rastlanmistir. Bu durumun pozitif modifiye
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Zeleny sedimentasyon degerine sahip unlarda dahi proteolitik aktivitenin
gorilebilmesinden kaynaklandidi dusinilmektedir. Elde edilen kalibrasyon
grafigi incelendiginde, -16 ile 2 mL Zeleny sedimentasyon fark degeri araliginda
reaksiyon hizi ve un o6rneklerindeki stine zarari arasinda dogrusal bir iligki
gorulmustar. Gelistirilen florometrik analiz yénteminin hassasiyeti kalibrasyon
grafiginin egiminden yola cikilarak 0.14 mL Zeleny sedimentasyon fark degeri
olarak bulunmustur. Yoéntemin tespit limitinin belirlenebilmesi icin en disik
Zeleny fark degerinin standart sapmasinin 3 kati alinmis ve kalibrasyon
egrisinden bu degere karsilik gelen modifiye Zeleny sedimentasyon fark degeri

-2.71 mL olarak hesaplanmistir.

Geligtirilen analiz yénteminin dogrulugunun belirlenebilmesi igin sline zarari
gébrmas farkh bir un 06rnegi florometrik yéntem ile analiz edilmigtir. Un
orneginden elde edilen ekstraksiyon ¢dzeltisi substrat ¢ézeltisine ilave edilmis
ve floresans siddetindeki artis zamana karsi takip edilmistir. Un érnegdinden elde
edilen reaksiyon hizi bir énceki basamakta elde edilen kalibrasyon grafigi
kullanilarak Zeleny fark degeri belirlenmis ve un érnegine ait deneysel olarak
elde edilen deger ile karsilastirilmisgtir. Bu un 6rnegine ait deneysel olarak
bulunan Zeleny sedimentasyon fark degeri -21 mL olarak saptanmistir.
Uygulanan florometrik yéntemde, un 6rnedine ait reaksiyon hizi 5.791 + 0.1
a.b./dk olarak bulunmustur. Hesaplanan reaksiyon hiz degeri kalibrasyon
grafiginde yerine konularak Zeleny fark degeri belirlenmigtir. Bu deger ise
-21.65 mL olarak hesaplanmigtir. Belirlenen bu iki Zeleny fark degeri
karsilastinldiginda hata orani % 3.1 olarak bulunmustur. Elde edilen sonug,
peptit yapisindaki substrat ile gelistirilen bu florometrik analiz ydnteminin yiksek
dogrulukta cevap verdigini géstermistir.
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YORUM

Ulkemizde, Orta Dogu’da, Bati ve Orta Asya’da, bugdayda hasat dncesi verimin
dismesine neden olan hububat zararlilarinin basinda gelen siine (Eurygaster
spp.), bugdaylarin teknolojik &zelliklerini olumsuz yénde etkilemektedir. Stne
zararlisi bugday tanesinden beslenirken taneye de sindirim salgilarini
birakmaktadir. Bu sindirim salgilari, 6zellikle icerdigi proteolitik enzimler,
bugdayin ekmeklik kalitesinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu nedenle triine
islenecek unlarda sine zararinin tespit edilmesi biyik 6nem tasimaktadir.
SlUne zararinin belirlenebilmesi icin yaygin olarak kullanilan modifiye Zeleny
sedimentasyon testi, SDS-protein jel analizi ve SDS sedimentasyon testi gibi
analizler uzun inkUbasyon sureleri ve uzman personel gereksinimi gibi
dezavantajlara sahiptir. Bugdayin stine zarari gérip gérmediginin hizli, kolay ve

yerinde kantitatif tayini blyuk énem tagimaktadir.

Proteaz aktivitelerinin hassas ve hizli bir sekilde tayin edilmesinde florojenik
veya kromojenik olarak isaretlenmesiyle peptit substratlari basarili bir sekilde
kullaniimaktadir. Calisma kapsaminda suine proteazina y6nelik peptit yapisinda
substratin  geligtirimesi ve florometrik analiz sisteminde kullaniimasi
hedeflenmigtir. Bu dogrultuda, stne proteazinin etki ettigi yuksek molekul
agirlikhi - glutenin  altbirimlerinin  tekrarlanan  dizilimleri yeni  substratin

gelistiriimesinde kullaniimigtir.

Oncelikle, un &rneklerinden proteazin en etkin bigimde ekstrakte edilmesi
amacilyla ekstraksiyon kosullari optimize edilmistir. Ekstraksiyon ¢6zeltisinde en
yluksek proteolitik aktivite 0.35 g/mL un konsantrasyonunda ve 45 dakika
inkibasyon suresinde gérulmustir. Ekstraksiyon asamasi icin en uygun ¢6zici
olarak, hem yuUksek proteolitik aktivite géstermesinden hem de florometrik analiz
yéntemi ile en az girisime neden olabilecek ¢6zlici olmasindan dolayi, saf suya

karar verilmigtir.

Cahigsmanin ikinci asamasinda, yuksek molekdl agirlikli glutenin altbirimlerinin
tekrarlanan dizilimlerinden yola cikilarak belirlenen peptit dizilimlerinin stne
proteazi ile etkilesimleri incelenmigtir. Elde edilen sonuglar, ayni siine proteazi
miktarinda peptit 1’in peptit 2 ve peptit 3'e gére daha fazla kirildigini ortaya

koymustur. Peptit 1 ve peptit 2 cok benzer amino asit dizilimlerine sahip olmakla
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birlikte, peptit 2’nin 3 amino asit kadar daha uzun olmasinin, peptitin
katlanmasini arttiracagindan, proteolitik aktivitenin azalmasina neden oldugu
dusundlmustar. Peptit 1 ve peptit 3 ise ayni amino asit uzunlugunda olmakla
birlikte sadece tek bir amino asit kalintisinda degisiklik vardir. Peptit 1’in 13.
siradaki prolin amino asitinin yerine I6sin geldiginde proteolitik aktivitede énemli
bir azalig gorulmustir. Bu sline proteazinin yiksek segciciliginin bir sonucu
olabilecegi gibi, prolin amino asitinin yerine 18sinin gelmesiyle peptit
konformasyonunun ve hidrofobisitesinin degismesinden de kaynaklanabilecegi
disindimustir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda peptit 1’in sline proteazi

substrati olarak kullaniimasina karar verilmistir.

Calismanin son asamasinda, unlarda sine zararinin tespiti icin florometrik
analiz yonteminin gelistiriimesi amaclanmig ve bu dogrultuda secilen peptit
dizilimi FRET dondr/alici ciftiyle isaretlenmistir. Florojenik peptit substrat
belirlenen optimum pH ve sicaklik kosullarinda stine zarari gérmus undan elde
edilen ekstrakt ¢cozeltisi ile etkilestirildiginde zamana karsi floresans siddetinde
artis meydana gelmistir. Bu gelistirilen peptit substratin ekstrakttaki proteaz
enzimleri ile kirildigini géstermektedir. Floresans siddetinin birim zamandaki
artisindan proteolitik reaksiyon hizlari hesaplanmig ve reaksiyon hizlarinin
ekstrakt c¢oOzeltisinde artan proteaz konsantrasyonu ile artis g&sterdigi
saptanmigtir. Geligtirilen florometrik yéntemin un érneklerindeki siine zararinin
kantitatif tayininde kullaniimasi amaciyla farkli Zeleny/modifiye Zeleny fark
degerlerine sahip un orneklerinden elde edilen ekstraktlarda proteolitik
reaksiyon hizlari belirlenmistir. Zeleny fark degerlerine karsilik reaksiyon hizlari
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilmigtir. Geligtirilen florometrik analiz
yénteminin -16 ile 2 mL Zeleny fark degeri araliginda dogrusal sonug¢ verdigi ve
bu aralikta hassasiyetinin 0.14 mL oldugu saptanmigtir. Florojenik substrat ile
geligtirilen analiz yénteminin alt tespit limiti ise -2.71 mL Zeleny fark degeri
olarak saptanmistir. Sistemin hassasiyetinin ve alt tespit limitinin iyilestiriimesi
icin floresans siddeti 6lcim siresinin arttirlmasi veya ekstraksiyon sonrasi
kismi saflastirma basamagi ile 6rnek hazirlama prosedirinin gelistiriimesi
mumkdndar. Ancak bu islemler analiz sdresini uzatmaktadir. Geligtirilen
ybntemde analiz suresi, 6rnek hazirlama siresi 70 dakika ve floresans &lguim

suresi 10 dakika olmak Uzere, toplam 80 dakika olarak belirlenmigtir.
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Bu sire, sline zararinin belirlenebilmesi igin yaygin olarak kullanilan modifiye
Zeleny sedimentasyon testi (~135 dakika) veya SDS sedimentasyon testi (~110
dakika) sureleriyle karsilastirildiginda oldukga kisa olsa da, érnek hazirlama
surecinde vyapilacak degisikliklerle bu sirenin daha da kisaltilabileceqgi
dusuntlmustir. Bu amacla ileriki caligmalarda, ekstraksiyon suresinin
kisaltilarak yéntemin performansindaki degisimlerin incelenmesi ve herhangi bir
ekstraksiyon agsamasi olmadan saf suyla hazirlanan un érneklerinde florometrik

Olcimin gerceklestiriimesi hedeflenmektedir.

Calisma kapsaminda gelistirilen peptit substratin un érneklerinde siine zararinin
kantitatif tayininde kullaniima potansiyeli tasidigi disinidimektedir. Bu
florometrik yontemin un &6rneklerinde kullanilabilirliginin ortaya konmasi igin
farkli bugday cesitlerinin de kullanildigi validasyon calismalarinin yapilimasi
gerekmektedir. Ancak, elde edilen sonuglar gelistirilen peptit diziliminin stne
proteazi aktivitesinin tespiti icin énemli bir substrat adayi oldugunu g&stermistir.
Peptit yapisindaki substratlar Gzerinde kolaylikla modifikasyon yapilabilmesi ve
peptitlerin  farkli molekullerle isaretlenebilmesi, gelistirlen bu substrat
molekulinun test gubuklari ve mikroakiskan gipler gibi farkl analiz sistemlerinde

de kullaniimasint mimkdn kilmaktadir.
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