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OZET

Anahtar Kelimeler: Biberiye (Rosmarinus officinalis L.), Glutatyon rediiktaz, Uglii
faz saflagtirma (TPP), Karakterizasyon.

Bu ¢aligmada, glutatyon rediiktaz enzimi (Glutatyon: NADP*, oksidorediiktaz, E.C.
1.8.1.7: GR) biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinden ekstra edilerek tiglii faz
saflastirma yonteminin optimize edilmesi ile %54,80 verimle 18 kat saflagtiriimistr.
Saflastirilan biberiye GR enzimi molekiil agirligi SDS-PAGE ile yaklasik olarak 75
kDa tek band olarak goriintiilenmistir. Enzim karakterizasyon c¢aligsmalarinda
optimum iyonik siddet, sicaklik, pH ve kinetik 6zelligi arastirilmistir. Sonuglar
sirastyla; 400 mM fosfat tamponu, 60°C, 7,5 ve NADPH substrati Km degeri 0,047
MM; Vmas ise 0,0033 EU/mL bulunurken, GSSG subsratt Km degeri 0,029 mM;
Vmaks ise 0,0019 EU/mL seklinde bulunmustur. Magnezyum, civa, kobalt, demir,
nikel, kursun, baryum, mangan, aliiminyum ve kalsiyum metallerinin enzim
aktivitesi {izerine etkileri arastirilmistir. Bu metallerden Mg?*, Mn?* ve AI** metalleri
enzim aktivitesinde artisa yol acarken, diger c¢ogu metal ise inhibitor etki
sergilemistir. Depolanma kararlilig1 sonucunda ise enzimin uzun vadede dayanikli
olmadig1 gozlenmistir. Buna ilaveten biberiye bitkisi GR enzimi iizerine GSH’1n
inhibisyon etkisi incelenmis ve GSH i¢in Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Kj
sabiti 38,03 mM olarak bulunmustur.
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EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE
REDUCTASE ENZYME FROM ROSEMARY PLANT

SUMMARY

Keywords: Rosemary (Rosmarinus officinalis L.), Glutathione reductase, Triple
phase purification (TPP), Characterization.

In this study, glutathione reductase enzyme (Glutathione: NADP*, oxidoreductase,
E.C 1.8.1.7: GR) was extracted from the rosemary (Rosmarinus officinalis L.) plant
and purified 18 times in 54.80% vyield by optimized triple phase purification method.
The purified rosemary GR enzyme molecular weight was monitored by SDS-PAGE
as a single band of approximately 75 kDa. In the enzyme characterization studies,
optimum ionic strength, temperature, pH, and Kinetic properties were investigated by
using raw extracts. Results are as follows; 400 mM phosphate buffer, 60°C, 7.5, and
Km value of NADPH was 0.047 mM; Vmax was found to be 0.0033 EU/mL while Kn
value of GSSG substrate was 0.029 mM; Vmax was found to be 0.0019 EU/mL. The
effects of magnesium, mercury, cobalt, iron, nickel, lead, barium, manganese,
aluminum and calcium metals on the enzyme activity were investigated. Among
these metals, Mg*2, Mn*? and Al*® metals increased the enzyme activity, while the
most other metals exhibited inhibitory effect. As a result of storage stability, it was
observed that the enzyme was unstable in the long term. In addition, the inhibitory
effect of GSH on the GR enzyme from rosemary plant was investigated and the Ki;
value of GSH was found to be 38.03 mM with the Lineweaver-Bruk graph.
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BOLUM 1. GIRIS

Protein yapisinda bulunan spesifik biyokatalizorler olan enzimler, hiicrelerde
meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlarin 1limli sartlarda gergeklesmesini
saglarlar. Bunu yaparken de, ¢ok hizli ve canliya herhangi bir zarar vermeden

gerceklestirirler [1].

Onemli tiyol ve tripeptid yapisindaki glutatyon, protein yapisinda degildir. Prokaryot
ve Okaryot hiicrelerin serbest siilfhidril (-SH) béliimiiniin biiyliik ¢ogunlugunu
olusturur. Tripeptid ve molekiil agirligi disiik olan glutatyon (GSH); glisin (Gly),
sistein (Cys) ve glutamat (Glu) bir araya gelmesiyle olusur. Glutatyonun bilinen iki
formu mevcuttur ve genellikle bu formlarda bulunmaktadir. Bunlar; rediikte (GSH)
ve okside glutatyon (GSSG)’dur [2].

Rediikte glutatyon iki yolla okside glutatyon yapisina doniismektedir. Bunlar;
enzimatik olmayan ve enzimatik olan yollardir [3]. Glutatyon rediiktaz, hiicredeki
oran1 belli diizeyde olan GSH/GSSG’nin belli seviyede tutulmasimi saglayan
enzimdir. Fakat NADPH reaksiyonun meydana gelmesi i¢in elzemdir. Ciinkii,
NADPH’1n azalmasi, GR aktivitesinin ve GR’nin isleyisini olumsuz yonde etkiler [4,

5].
1.1. Glutatyon Rediiktaz Enzimiyle Daha Once Yapilan Cahsmalar

Japon Bildircin (Coturnix coturnix japanica) eritrositleri kullanilarak yapilan
saflagtirma calismasinda, saflastirma islemi iki basamakta gerceklestirilmis olup
bunlar; hemolizatin hazirlanmasi, bu islemi takiben de 2’,5’-ADP Sepharose 4B
afinite kromatografisi yontemlerini kapsamaktadir. Bu dogrultuda enzim 33,75

EU/mg spesifik aktivite, %46,2 verim elde edilerek tek adimda sonucta 1028 kat



saflagtirilmig, yapilan SDS-PAGE elektroforezi ile enzim alt birim agirligl ise
yaklagik 78,7 kDa olarak bulunmustur. Bildircin GR enzimi karakterizasyon
¢alismalar1 sonucunda; optimum pH, KH2PO4 tamponu pH 7,5, stabil pH, KH2PO4
tamponu pH 8,0, enziminin optimum sicakligr 60 °C ve optimum iyonik siddet 400
mM KH2PO4 tamponu olarak olarak bulunmustur. NADPH substratt Km Ve Vmaks
sonuglar1 sirasiyla; 0,047 mM ve 1,45 EU/mL, diger substrat GSSG Km V€& Vmaks
sonuclart ise 0,025 mM ve 0,092 EU/mL olarak bulunmustur. Calisma sonucunda
bildircin  GR enziminin GSSG substratina karsi afinitesinin, yiiksek oldugu

bulunmustur [6].

Flavin bilesiklerinin glutatyon rediiktaz aktivitesi {lizerine etkisinin in vivo ayni
zamanda in vitro ¢alismalar ile incelendigi ¢alismada; kirmizi hiicrede glutatyon
rediiktazin (GR) artmas1 veya azalmasi, bir¢ok klinik anormallik ile baglantili olarak
tarif edilmistir. Hemolizatlarda Olg¢lilen GR aktivitesinin mevcut GR aktivitesinin
sadece bir kismii temsil ettigi bulunmustur. Cok az miktarda flavin adenin
diniikleotidi (FAD) eklenmesi sonucunda, ancak flavin mononiikleotidi veya
riboflavin icermemesi, hemolizatlarin GR'sini aktive ettigi saptanmistir. 1 pM FAD,
10 dakika icinde maksimum bir aktivasyonla sonu¢lan ve FAD, GR'yi aktive
ettiginde, seyreltme veya diyaliz, enzim aktivasyonunu tersine g¢evirmemektedir.
GR'nin FAD ile aktivasyonu, adenozin trifosfat (ATP) ve daha az bir Olgiide
adenozin difosfat (ADP) ve adenozin monofosfat (AMP) tarafindan inhibe edilebilir,
ancak eger adenin niikleotidlerinden 6nce FAD ilave edilirse, yani GR'ye FAD ilave
edilmesi elektroforetik mobilitesini degistirmez, fakat bantlarin yogunlastirilmasini
saglar. Yapilan bu ¢aligmaya gore giinliik 5 mg riboflavin uygulamasi, sadece 2 giin
i¢inde kirmiz1 hiicre GR aktivitesinin belirgin bir sekilde uyarilmasini saglamistir ve
riboflavin uygulamasinin kesilmesinden sonra ise GR aktivitesi tekrar diigmeye
basladig1 ifade edilmistir. Sonu¢ olarak da GR aktivitesinin riboflavin tarafindan
uyarilma derecesi, diyet riboflavin alimi ile ters orantilidir. Normal bireylerin baz
cizgisi GR aktivitesi, diyet riboflavin aliminin seviyesi ile dogrudan iligkilidir. Daha
once agiklanamayan glutatyon rediiktaz varyasyonlari, saglik ve hastalikta, riboflavin
beslenmesi ve metabolizmanin durumu 1s1¢inda yeniden degerlendirilmelidir

seklinde belirtilmistir [7].



Bir takim analjezik ve anestezik ilaglarin insan eritrosit glutatyon rediiktaz enzimi
tizerindeki inhibitor etkilerinin arastirildig1 bu ¢alismada; saflastirma yontemi olarak
2°,5’-ADP Sefaroz 4B afinite jeli ve Sefadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi
kullanilmistir. Sonugta enzim % 29 verimle 2139 kat saflagtirilmigtir. Yapilan SDS-
PAGE’de tek bir band gozlenmesi ile enzim safligi dogrulanmistir. Calisma
sonucunda diklofenak sodyum, ketoprofen, lornoksikam, tenoksikam, etomidat,
morfin ve propofol gibi ilaglarin enzim tlizerinde inhibe edici etkileri tespit edilmistir.
Ozellikle bu ilaglardan diklofenak sodyum, ketoprofen, lornoksikam, tenoksikam,
etomidat ve morfin, yarigmali bir inhibisyon sergilerken; propofol’un ise yarismasiz

inhibisyon gosterdigi sonucuna varilmistir [8].

Baliklarin besinini olusturan ve sucul bir omurgasiz olan Gammarus pulex ile yapilan
baska bir ¢aligmada ise; GR enzimi jel filtrasyon yontemi kullanilarak 14 basamakta
saflastirma islemi gergeklestirilmistir. GR enziminin molekiil agirligi, yapilan SDS-

PAGE ile 56-58 kDa olarak bulunmustur [9].

Tavuk bobregi ile yapilan bir diger c¢alismada; GR enziminin saflagtirilmasi
isleminde sirasiyla, homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite
kromatografisi gibi saflagtirma basamaklari kullanilmistir. Saflastirma islemi
sonucunda enzim; 8,595 EU/mg protein spesifik aktiviteyle, ~ %57 verimle sonugta
369 kat saflastirilmistir. Saflastirilan GR enziminin saflik kontroli SDS-PAGE ile
yapilmistir. Tek bant seklinde elde edilen GR enziminin molekiil agirligi ~ 92 kDa
olarak bulunmustur. Tavuk boébrek GR enziminin, diger kaynak dokulardan
saflastirilmis GR enzimlerinden farkli olmasinin sebebi olarak, diger GR enzimleri
ile izoenzim olabilir veya alt birimlerinin sayis1 farkli olabilir sonucuna varilmistir.
Baz1 metal iyonlarinin GR enzim {izerine inhibisyon etkileri incelenmistir ve sonug
olarak Ni?*, Hg?* ve Ag" gibi metaller, enzim iizerinde yarismasiz inhibisyon; Zn?*
ve Pb?* gibi metaller ise yar1 yarigmali inhibisyon gostermistir. Farkli olarak ise AI%*

metalinin enzim tizerinde aktivator etki gosterdigi bulunmustur [10].



Koyun karacigerinden GR enziminin saflastirilmast  ve karakterizasyonu
calismasinda, saflagtirma yontemi olarak, homojenatin hazirlanmasi, amonyum stilfat
¢oktirmesi, 2’,5’-ADP Sefaroz-4B afinite kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisi kullanilmis ve islem sonucunda enzim 1.477 kat saflastirilmistir. GR
enzimi 47,27 EU/mg protein spesifik aktivite ve %14,1 verimle elde edilmistir. SDS-
PAGE ile yapilan saflik kontroliinde ise enzim tek bir bant sergilemistir. GR enzimi
i¢cin yapilan karakterizasyon ¢alismasinda ise, i¢in optimum pH, stabil pH, optimum
sicaklik, sirasiyla 8,0, 5,5, 60°C olarak; optimum iyonik siddet ise 50 mM Tris-HCI
tamponu olarak bulunmus ve enzimin her iki substrati olan NADPH ve GSSG igin
Km Ve Vmaks degerleri sirastyla 0,0258, 0,0239 mM ve 0,266, 0,255 EU/mL olarak
bulunmus, GR enziminin en yiiksek afiniteyi ise GSSG substratina kars1 gosterdigi
tespit edilmistir. GR enzimi i¢in K sabitleri ise sirasiyla 4,367 ve 0,4055 mM olarak

olarak ¢alisma sonucunda elde edilmistir [11].

Bazi1 metal iyonlarinin Japon Bildircin (Coturnix coturnix japonica) karaciger GR
enziminin aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin arastirildigi bu c¢alismada,
saflagtirma yontemi olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2',5'-ADP sefaroz 4B
afinite kromatografisi kullanilmis ve islem sonucunda ham ekstrakt i¢in spesifik
aktivite 0,15 EU/mg protein, saflastirilan enzim ise 19,33 EU/mg spesifik aktivite ile
%10,25 verimle, 128,8 kat saflagtirllmistir. Yapilan SDS-PAGE elektroforezi ile
enzimin tek bant halinde 59 kDa molekiil agirhigma sahip oldugu tespit edilmistir.
Daha sonra Fe?*, Co?", Cd?*, Fe**, Pb?*, Zn?** ve APP* gibi agir metal iyonlarinin
saflastirilmis bildircin karaciger GR enzimi iizerinde yiiksek inhibe edici bir aktivite

gosterdigi saptanmustir [12].

Sigir eritrosit GR enzimi saflastirma islemi i¢in 4 basamak; hemolizatin
hazirlanmasi, amonyum siilfat fraksiyonu, 2’,5’-ADP sefaroz 4B afinite
kromatografisi ve Sefadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi metodlar
kullanilmstir. Islem sonucunda sigir eritrosit GR enzimi % 11,39 verimle 31,250 kat
saflagtirllmistir. Saflik kontrolii icin yapilan SDS-PAGE ¢alismasinda enzimin
molekil agirligr 118 kDa olarak bulunurken alt birim molekiil agirligi ise 58 kDa

bulunmus ve enzimin dimerik formda oldugu tespit edilmistir. Ham ekstrakt i¢in



spesifik aktivite 0,002 U/mg protein bulunurken, saflastirilan enzim igin ise 62,5
U/mg protein olarak bulunmustur. Yapilan karakterizasyon ¢alismasinda, enzim igin
optimum pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddet ve stabil pH degerleri
sirastyla 7,3, 55°C, 435 mM ve 7,3 olarak bulunmustur. GSSG ve NADPH
substratlart Km Ve Vmaks sonuglart sirasiyla 149,7 mM, 71,4 mM ve 0,6766 U/mL,
0.9314 U/mL’dir. Sonug¢ olarak NADPH'In enzime olan afinitesinin GSSG'den
yiiksek oldugu tespit edilmistir [13].

Tek hiicreli bir alg olan (Chlamydomonas veinhavdtii)’den ham ekstraktin
hazirlanmasi, ultrasantrifiijleme, DEAE-selilloz, amonyum siilfatla ¢oktiirme,
sefadex G-150, mavi-sefaroz ve ADP-sefaroz olmak Ulzere 7 asamali olarak
saflagtirrlan GR enziminin molekiil agirligi 54-56 kDa'lik bir monomer olarak
bulunmustur. Enzim pH 8,2 ve 49 °C’de maksimum aktiviteye sahiptir. Saflastirilan
enzim i¢in spesifik aktivite 373,3 U/mg protein olarak bulunurken, sonucta enzim
%28,7 verimle yaklasik 4000 kat saflastirilmistir. GSSG ve NADPH substratlart Km
Ve Vmaks sonuglari sirasiyla 54,1 uM ve 10,6 uM olarak bulunmustur. Tiyol
inhibitorleri ve her biri 1 mM konsantrasyonda olan Hg?*, Cu?* ve Co?" gibi metaller
enzim aktivitesini tamamen inhibe etmistir. Ni®*, Zn?* ve Mn?* metallerinin ise
enzim aktivitesini sirasiyla %100, %75 ve %40'a kadar inhibe ettigi bulunmustur

[14].

GR enzimi ile yapilan bir baska c¢alismada materyal olarak hindi karacigeri
kullanilarak saflastirma islemi iki basamak halinde; homojenatin hazirlanmasi olarak
ve daha sonrada 2'5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi tercih edilerek
gerceklestirilmistir. Spesifik aktivitesi 606,67 EU/mg protein, %10,75 verimle ve
saflagtirma kat1 2476 olarak belirlenmistir. Enzime ait molekiil agirhigi SDS-PAGE
sonucunda 65 kDa olarak tespit edilmistir. Karakterizasyon sonuglar1 ise; optimum
pH 7,5, 100 mm iyonik siddet, optimum sicaklik 40 °C ve son olarak stabil pH 8,5
olarak bulunmustur. NADPH ve GSSG Km Ve Vmaks sonuglari sirasiyla; 0,170 mM,
0,03 mM ve 0,55 EU/mL, 0,228 EU/mL bulunmustur. inhibisyon etki icin NADP* ve
GSH kullanilarak, K; sabitleri bulunmustur. Bunlar ise; 0,37+0,055 Mm NADP” i¢in;
29,08+14,9 mM ise GSH i¢in bulunmustur [15].



1.2. Caliymanin Amaci

Calismamizin amaci, lilkemizde yaygin olarak dagilis gdsteren ve antioksidan
ozelligi bulunan Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinden GR enziminin izole
edilmesi, TPP metodu kullanilarak saflastirilmasi, enzime ait optimum iyonik siddet,
sicaklik, pH, depolanma kararliligi, kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi ve enzim

aktivitesine bazi metallerin ve GSH’1n inhibisyon etkilerinin incelenmesidir.



BOLUM 2. ENZIMLER ve GLUTATYON REDUKTAZ ENZiMi

2.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzim arastirmalarinin tarihine bakildiginda, biyokimya tarihinin biiyiik bir kismim
kapsamaktadir. 1700’lerin sonlarinda etin mide salgilar1 tarafindan sindirilmesine
yonelik yapilan ¢alismalarda, biyolojik kataliz ilk defa fark edilerek tanimlandi.
1800’lerde devam eden aragtirmalar ise farkli kaynaklar tarafindan nisastanin sekere
donistiiriilmesi ile siiregelmistir. 1850’lerde ise Louis Pasteur, canli maya
hiicrelerinin yapisindan ayrilamayacagini kabul ettigi fermentlerin; ayn1 zamanda
sekerin maya tarafindan alkole fermantasyonunu katalizledigi sonucuna varmistir ve
bu goriisii dirimselcilik olarak bilinir. Daha sonra 1897°de Eduard Buchner yaptig
gozlem ile dirimselci diisiinceyi sona erdirmistir. Maya Oziitlerinin sekeri alkole
donistiirdiigiini  buldugu bu gozlem ise, fermantasyonun hiicrelerden
uzaklagtirilsalar bile gorevine devam eden molekiiller ile gerceklesecegini
ispatlayarak, biyokimya bilimine 1s1k tutmustur. Sonug¢ olarak kesfedilen bu

molekiillere, Frederick W. Kiihne ‘enzim’ adin1 vermistir [16].

Enzimler, biyolojik sistemlerde yer alan tepkimeleri katalizleyen c¢ogunlukla
Ozellesmis proteinlerden olusurlar [16]. Ayrica farkli enerji formlarmin da
doniistimiine aracilik ederler. Enzimlerin en carpict ozelliklerine bakildiginda ise
katalitik giigleri ve 6zgiinliikleridir [17]. Kataliz hizlar1 diger sentetik veya inorganik
katalizorlere kiyasla oldukga yiiksektir. Kataliz hizlarinin bu denli yiiksek olusu,
enzimleri biyokimyasal islemlerin merkezinde tutar. Bazi katalitik RNA’lar1 dahil
etmezsek, bilinen ¢cogu enzim protein yapisindadir [16]. Bununla birlikte, katalitik
olarak aktif RNA molekiillerinin kesfedilmesi, proteinlerin kataliz {izerinde mutlak

bir tekele sahip olmadiklarini gosterir.



Bir makromolekiil sinifi olan proteinler, genis bir molekiil araligina spesifik olarak
baglanma kapasiteleri sebebiyle, cesitli kimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesinde
oldukca etkilidirler. Molekiiller arasi kuvvetlerin tam repertuarni kullanarak,
enzimler subsratlari; kimyasal baglarin olusumu ve kopmasi i¢in baslangicta optimal
bir oryantasyonda bir araya getirirler. Enzimler hem katalize edilen reaksiyonda hem

de substrat olarak adlandirilan reaktif se¢iminde oldukga spesifiktir [17].

Biyolojik sistemlerde biiylik 6nem arz eden enzimlerin eksikligi, bazi genetik
kusurlarin ve hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bunun yanisira birgok ilag,
etkisini enzimlerle etkileserek gosterdigi icin, hastaliklarin teshis edilmesinde

enzimlerin aktifliklerinin 6l¢iilmesi 6nemli yer tutar [16].

2.1.1. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

Birgok enzim, spesifik olarak etki ettikleri substrat adlarinin sonlarina “-az” eki
eklenerek isimlendirme yapilmistir. Ornegin iireazin, substrati olan iirenin hidrolizini
katalizledigini rahatlikla anlayabiliriz. Fakat zamanla yeni kesfedilen enzimlerin
sayisinin siirekli artis gostermesi sistematik bir isimlendirmeye ihtiya¢ oldugunu
gostermistir [16]. Ardindan Uluslararast Enzim Komisyonu (IEC) kurulmustur [18].
Daha sonra her bir enzime sistematik bir kod numaras1 verilmistir. Bu numara E.C.
(Enzyme Code) harflerinin ardindan gelen dort rakamdan olusmaktadir. ilk siradaki
rakam enzimin bagh oldugu grubu gostermekte iken, ikincisi alt grubu, ti¢linciisii alt
alt grubu ve son olarak da dordiincii rakam ise, enzimin ayni li¢ rakama sahip
enzimler arasindaki sirasii vermektedir. Ornegin, E.C.2.7.1.1 kod numarasindaki ilk
say1 olan 2, enzimin transferaz sinifina dahil oldugunu; 7, enzimin alt sinif1 yani bir
fosfat grubu transfer edildigini; 1, fosfat transferinin alicit grup olarak hidroksil
grubunu kullandigini ve son rakam olan 1 ise, fosforil grubu alicisinin D-glukoz
oldugunu gostermektedir. Bahsi gegen enzim ise, sistematik adiyla bilinen ATP
glukoz fosfotransferaz enzimidir. Katalizledikleri reaksiyon tiirline gore enzimlerin

ayrildiklar1 6 ana siifa yakindan bakacak olursak,



Bunlar:

1. Oksidorediiktazlar:  Elektronlarin  aktarimi  (indirgenme-yiikseltgenme)
reaksiyonlarini katalizleyen enzim sinifidir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel grup transferinin gerceklestigi reaksiyonlari
katalizleyen enzim sinifidir.

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarinin gergeklestigi (bir grubun suya
aktarimi) reaksiyonlarini katalizleyen enzim sinifidir.

4. Liyazlar: Gruplarin C-C, C-O ve C-N arasindaki ¢ift baglara katilmasi
veyahut uzaklastirilmasi ile ¢ift bag olusumu reaksiyonlarini katalizleyen
enzim sinifidir.

5. Izomerazlar: Molekiil i¢i gruplarin aktarimi ile substratin izomerinin olustugu
reaksiyonlar1 katalizleyen enzim sinifidir.

6. Ligazlar: Bag olusumunun gerceklestigi (C-C, C-S, C-O, C-N) reaksiyonlari

katalizleyen enzim sinifidir [16].

2.1.2. Enzimlerin spesifikligi

Enzimler, genellikle tek tip kimyasal reaksiyonlari veyahut ayni tip reaksiyonlari
katalize ederler. Katalizledikleri reaksiyon g¢esitlerine ve iiriine ¢evirdikleri
substratlarina karsi da son derece spesifiktirler. Substratlara kars1 spesifiklikleri ise
olduk¢a yiiksektir. Enzimin substratina olan spesifikliginin ortaya ¢ikmasi i¢in iki
ayr1 yapisal 0Ozelliginin olmasi gerektigi c¢alismalar sonucunda belirlenmistir.
Bunlardan ilki, substratin enzim tarafindan etkilenebilecek bir kimyasal baga sahip
olmast; digeri ise, substratin lizerinde enzimin yapisabilecegi ve substrati katalitik

bolgenin etkileyebilecegi uygun pozisyona getirebilecek gruplarin bulunmasidir [16].
2.1.3. Enzimlerin kofaktorleri
Proteinler gibi enzimler de basit ve bilesik olarak siniflandirilabilirler. Bazilar

kataliz gorevlerini sadece protein yapilariyla gerceklestirebilirken bazilari ise bizim

“kofaktdr” diye adlandirdigimiz bazi gruplara ihtiya¢ duyarak gerceklestirirler.
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Enzimlere katalizlerinde yardimci olan bu gruplar kofaktor dedigimiz bir metal iyonu
olabilecegi gibi, organik bir bilesik olan “koenzim” de olabilir. Enzim aktivitesine
bazen her ikisine de ihtiya¢ duyulabilir. Kofaktorler i1sitya karst dayamikli iken,
enzimler genelde sicaklikla denatiire olurlar. Yine katalitik olarak aktif enzim-
kofaktor yapisina “holoenzim” adi verilmektedir. Kofaktorsiiz proteine “apoprotein”
denirken, enzim ise “apoenzim” olarak adlandirilir ve inaktiftir. Bunun yanisira bazi
enzim-kofaktor baglanmalar1 kovalent yapidadir ve oldukg¢a sikidir. Bu yapilar ise

“prostetik-grup” olarak adlandirilir [16].

2.1.4. Enzim aktivitesi iizerine etki eden faktorler

Bu faktorleri siraladigimizda:

2.1.4.1. pH etkisi

Sulu ortamda meydana gelen kimyasal reaksiyonlar i¢in ortam pH's1 olduk¢a dnem
arz etmektedir. Bilindigi {izere enzimatik reaksiyonlar sulu ortamda
gerceklestiginden, enzimler i¢in pH Onemli bir parametredir. Her enzim i¢in kendi
aktivitesinin maksimum oldugu ve ¢alistig1 en uygun pH degerleri bulunmaktadir. Bu
degere ‘optimum pH’ denir. Optimum pH degerinin altinda veya {istlindeki
degerlerde enzim aktivitesinde diisiis yasanir. O ylizden pH degeri miimkiin oldugu
miiddet aktivite tayinlerinde sabit tutulmalidir. Sabit tutmanin en kisa yolu ise
tampon sistemleri tercih etmektir. Ciinkii tampon sistemleri ortamdaki herhangi bir
pH degisimine izin vermeksizin, bu pH degisimine karsi diren¢ gosterir. Bu
ozelliginden dolay1 enzimatik reaksiyonlarda tampon sistemlerinin iistlendigi goérev

biytiktiir [16, 19, 20].
2.1.4.2. Sicaklik etkisi
Enzim aktivitesi iizerine etki eden faktorlerden bir digeri ise sicakliktir. Ortam

sicaklig1 artinca dogrusal olarak enzimatik reaksiyondaki hiz da sicaklikla beraber

artacaktir ve molekiiller arasindaki ¢arpisma hizi1 da artig gosterecektir. Artan sicaklik
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beraberinde molekiillerin arasindaki ¢arpismalarin sayisini da arttiracaktir. Bununla
birlikte enzimatik reaksiyonun hizi maksimum seviyeye ulasir, fakat daha sonra
diismeye baslar. Enzimlerin aktivitelerini en iyi gosterdigi sicakliga ise optimum
sicaklik denmektedir. Enzimlerin aktivitelerinin maksimum oldugu sicaklik degerleri
bulunmaktadir. Bu sicaklik degeri canli organizmalarda 37- 40 °C sicaklik araliginda
iken, baz1 termofilik bakterilerde ise enzimatik reaksiyonlarin gergeklestigi en uygun

sicaklik degeri 60 - 70 °C kadar olabilmektedir [16, 19, 20].

2.1.4.3. Enzim konsatrasyonun etkisi

Enzimatik reaksiyonun hizi ortamdaki yeterli miktardaki substrat ve enzim miktar
ile dogru orantili seklindedir. Ortamda eger fazla substrat varsa yine ayni oranda
enzim-substrat kompleksi olusacaktir ve dolayisiyla da aynmi oranda iiriin olusumu
meydana gelecektir. Kisacasi reaksiyon ortamindaki enzim fazla olursa, buna bagl
olarak olusacak iriin miktar1 da fazla olacaktir. Fakat enzim bir siire sonra
denatiirasyona ugrayarak yikilir ve artik ortamdaki substrat miktar1 arttirilsa bile

enzim aktivitesini kaybetmis olacaktir [16, 19, 20].

2.1.4.4. Substrat konsatrasyonun etkisi

Eger reaksiyon ortamindaki enzim konsantrasyonu sabit bir degerde tutulursa ve
bununla birlikte, substrat konsantrasyonu da arttirilirsa enzimatik reaksiyonun hizi
artis gosterir. Dolayisiyla da meydana gelecek {iriin miktarinda da artis gozlenir.
Fakat bir siire sonra reaksiyonun sahip oldugu parabol egri, enzim doygunluk
noktasina ulastig1 i¢in artik ortamdaki substrat miktar: arttirilsa da hiperbolik egriye

doniisiir ve reaksiyon hizi azalir [16,19,20].
2.1.4.5. Kofaktor ve koenzim konsantrasyonlarinin etkisi
Birtakim enzimlerin aktivite gosterebilmeleri icin koenzim dedigimiz organik

molekiillere ve kofaktér dedigimiz metal iyonlarina ihtiyaglar1 vardir. Bu yiizden

reaksiyon ortaminda tam aktivite gozlenebilmesi icin her ikisinin de yeterli miktarda
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bulunmasi elzemdir. Ciinkii baz1 enzimler eger ortamda her ikisi de mevcutsa aktivite

gosterirler [19, 20].

2.1.5. Enzim aktivite birimleri

Uygun sartlarda 6lgiilen enzim {initesi (U), 25 °C’de 1 dakikada 1 umol substrati
irliine doniistiiren enzim miktaridir. Enzimin saflik derecesinin gostergesi olan
spesifik aktivite (U/mg protein) ise, 1 mg protein basina diisen enzim unitesidir.
Doniistim sayisi olarak da adlandirilan molar aktivite, bir enzim molekiilii tarafindan
birim zamanda {iriine doniistiiriilen substrat molekiil sayisi diye tanimlanirken; katal
ise 1 saniyede 1 mol substrati reaksiyona sokabilen enzim miktar1 olarak
adlandirilmaktadir [16].

2.1.6. Enzim kinetigi

Enzim kinetiginin asil amaci; enzim reaksiyon hizlarinin, mekanizmalarmin nasil
veyahut hangi hizla olustugunu tespit etmektir. Cilinkii bu hizin bilinmesi
substratlarin iiriine dontisiimii sirasinda gidisat agisindan onemlidir. En basit enzim
substrat iligkisini tanimlayan Emil Fischer, 1894 yilinda anahtar-kilit (Sekil 2.1.)
modelini 6ne siirerken, 1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten ise
enzimlerin kinetik 6zelliklerini agiklayabilmek i¢in bir teori ne siirmiislerdir. Ve bu
teori ile bir¢ok enzimin kinetik 6zelliklerini aciklanmasi yolunda 6nemli bir adim

atmiglardir.

Substrat baglandigmda, substrat
Substrat @rfime cevirmek icin enzimde kacik

degisildikler meydana gelir.
{ Aktif Balge

¢,
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= = =

Enzim aktif bilgesinden

. LAy Enzim Substrat Enzim Criin
Sabstrat Enzimin aktif MU aynlan drdaoler

bilgesime girer Kompleksi Kompleksi

Sekil 2.1. Enzimatik reaksiyon
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Enzim-substrat kompleksi (ES), enzim (E), substrat (S) ile baglanmasiyla meydana

gelir. Olusan bu ES kompleksi ise iiriin (P) ve enzime (E) doniismektedir [21,22].

Michaelis - Menten reaksiyon denklemi:

E + SsS==ES—=P + E

Sekil 2.2. Bir enzimin Kkatalitik etkisi [22].

Oncelikle E ve S’dan sirayla ES kompleksi, ki1 hizi ile olusmaktadir. ES’nin
ayrigsmast geri reaksiyonla sekildeki ko hizinda olurken, bu kompleksin {iriin ve
enzime ayrigmast ise k3 hizi sayesinde meydana gelir. Enzimle katalizlenen
reaksiyonun hizi, enzimin etkisi ile zaman birimi basina iiriine doniisen substratin
veyahut olusan iiriiniin miktarma gére belirlenebilir. Ornegin biyolojik bir siv1 veya
dokudan aliman numunedeki enzimin miktarin1 belirleyebilmek igin oncelikle
numunedeki enzimin kataliz hiz1 belirlenir. Ciinkii bu hiz, doku 6rnegindeki aktif
enzim miktar1 ile dogru orantili olmakla birlikte, bir¢ok enzimin saf Grnekleri
bulunmadigindan veyahut miktarlarini tespit etmek zor oldugundan bu enzimlerin
miktarlar1 tanimi yerine daha ¢ok enzim aktivite {initesi ifadeleri kullanilmaktadir

[21,22].

Substrat konsantrasyonun diisiik olmasi, enzimatik reaksiyonun yavas olmasina
sebep olan 6nemli bir etkendir. Bu tarz enzimatik reaksiyonlarda ES kompleksi ¢ok
az olustugundan, ortamda bir¢cok enzim molekiilii serbest kalir. Dolayisiyla iiriine
doniisen miktarin ¢ok az olmasiyla da reaksiyon hizinin az olmasina sebep olur.
Belirli oranlarda substrat konsantrasyonunun artisityla enzim molekiillerinin yarisi
serbest kalir ve diger yarist da ES kompleksini olustururlar. Olusan ES kompleksi
maksimum hizin yarisina (1/2 Vmaks) ulasmis olur ve substrat konsantrasyonunun
arttirtlmasi ile de enzim molekiillerinin timii ES kompleksi olusturdugu andaki
reaksiyon hizi maksimum (Vmaks) diizeydedir. Artik substrat konsantrasyonu artirilsa

dahi reaksiyon hizi artmaz, ¢linkii enzim doygunluk noktasina gelmis olur. Km
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Michaelis-Menten sabiti olarak adlandirilirken, 1/2 Vmas ifadesi ise substrat

konsantrasyonunu ifade etmektedir [23].

.

Km [S] (Substrat derisimi)

Sekil 2.3. Michaelis-Menten grafigi [22,24].

Km degeri her enzim icin ayridir. Hiz denklemleri sayesinde enzim tarafindan
katalizlenen pek ¢ok reaksiyonlar tanimlanabilir. Reaksiyon ilk hizini substrat
konsantrasyonuyla iliskilendiren Michaelis-Menten denklemi daha g¢ok kullanilan
yontemdir (Denklem 2.1.) [24].

V= Vmaks [S]/Km+[S] (21)

K= (ko+ka)/ks (2.2)

Denklemi ile Km hesaplanabilir.

Michaelis-Menten sabiti olan Km, substrat i¢in enzimin ilgisinin gostergesidir. Km
degeri ne kadar diigiikse, substratin enzime karsi ilgisi o kadar fazladir ve siki
baglanir. Tam tersi olarak ise, Km degeri ne kadar biiyiikse substratin enzime
baglanmasi zayif olur ve ilgisi azalir. Bu 6nemine binaen Km degeri ayn1 fonksiyona
sahip enzimleri ayirt etmek icin kullanilmaktadir [23]. Tlgili enzime ait Vimaks V& Km
degerlerini hesaplamak icin ise, grafigi dogrusal olan asagida gosterilen Lineweaver-

Burk grafigi kullanilmaktadir.
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v A

Egim=Km
Vmax

—’-"/ 1/Vmax

k’-l/Km 1/[S]

Sekil 2.4. Lineweaver-Burk grafigi [22,25].

X-eksenini sekildeki gibi keserek uzatilan dogru, kesme noktasi olarak —1/Km’yi
vermektedir. Yukaridaki grafikten yararlanarak Vmaks ve Km bulunabilir. Lineweaver-
Burk grafigi (Sekil 2.4.) yerine Eadie-Hoftsee (Sekil 2.5.) grafigi kullanilarak Km ve
Vmaks tayin edilmektedir. Grafik denklemi;

V = K. V/[S]+Vmaks seklindedir [16].

max

V
max
on—

Sekil 2.5. Eadie-Hoftsee grafigi [25].

2.1.7. Enzim inhibisyonu

Inhibitdr; enzimle katalizli reaksiyonlarin hizin1 azaltan maddelere verilen addir [26].

Birgok ilag¢ ve toksik ajanlar enzimleri inhibe ederken, dogal inhibitorler ise bunlara
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etki ederek metabolizmay1 diizenler. Enzim uygulamalarinda inhibitdrlerin

kullanilmasida, enzim mekanizmalarina dair 6nemli bilgiler saglamistir [21].

Baktigimizda enzim inhibisyonu, geri doniisiimli ve geri doniisiimsiiz olmakla
birlikte ikiye ayrilmaktadir. Enzim-inhibitér kompleksini (EI) olusturmak {izere
enzimlere kovalent baglarla siki baglanan inhibitorler “geri doniisiimsiiz inhibitorler”
olarak adlandirilir ve aktif bolgeyi pasif hale getirerek enzimin inhibe olmasina yol

acarlar. Bu tiire 6rnek olarak, penisilin ve aspirin gibi ilaglar verilebilir [21,22].

Geri doniisiimsiiz inhibitorlerin aksine, geri donilisiimlii inhibitorler ise enzime
kovalent olmayan baglarla baglanarak enzim-inhibitor (EI) kompleksini olustururlar
ve rahatlikla da enzimden ayrilirlar. Baktigimizda doniisiimlii inhibisyonun

yarigmali, yar1 yarigmali ve yarismasiz olmak iizere {i¢ tiirii vardir.

1. Yarigmali inhibisyon: Bu tip inhibitorlerin kimyasal yapisi substrata g¢ok
benzediginden, enzim-inhibitér (EI) kompleksi rahatlikla olusur ve zayif bir
baglanma oldugu icin geri doniistimliidiir. Aktif bolge i¢in substrat ile yarisan bu tiir
inhibitorler, yarigmali ya da diger bir deyisle rekabetci inhibitorler olarak
adlandirilirlar.  Ayrica inhibitér baglanmasindan dolayr da {iriin  olusumu

gerceklesmez [26].

K
55']'_'-'=- ESLE'P

Sekil 2.6. Yarigmali inhibisyon semasi [27].

2. Yar1 yarigmali inhibisyon: Bu tiir inhibitorler, serbest enzime baglanmayip, enzim-

substrat (ES) kompleksine baglanarak inhibisyona neden olurlar. Bu inhibisyona yar1
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yarismali inhibisyon denir. Genellikle de iki substratli reaksiyonlarda bu tip

inhibisyon goriilmektedir [26].

E51
| Kis
Koim
ks ,
§ + [ m—————— ES ;ﬂh-l'.'l:"
+5 ks
ES,

Sekil 2.7. Yar1 yarigmali inhibisyon reaksiyon semasi [27].

3. Yarismasiz inhibisyon: Klasik yarsmasiz inhibisyonda, I ve S birbirlerinden
bagimsiz olarak tersinir bir tarzda farkli merkezlere baglanir. Yani S hem
El’'ye hem E hem de ES’e baglanirlar. Sonugta meydana gelen ESI kompleksi ise
katalitik olarak inaktif yapidadir [26].

Hm

El —=——= ESI

+5
+ | Hi

Km kcat
S+ =—= ES5 =——= E+P

+S || Ks

ES;

Sekil 2.8. Yarigmasiz inhibisyon reaksiyon semasi [27].

Yukaridaki reaksiyon semasina bakildiginda |S| degeri ¢ok yiikseltilse de EI ve ESI
komplekslerinin meydana gelisinin Oniline gecilemeyecegi goriilmektedir. ES
olusumu tam anlamiyla gergeklesemeyeceginden, inhibitorsiiz reaksiyondaki

maksimum hiza ulagilamaz. Sonucta Vmaks’1 azalirken Km degismeden kalir [26].
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2.2. Antioksidanlar

Serbest radikalleri hiicre hasarina yol agmadan hemen noétralize edebilen veya
deaktive edebilen herhangi bir molekiile antioksidan denir. Ornegin redoks
reaksiyonlari, serbest olmayan radikal iiretirler. Kararsiz ve yiiksek oranda reaktif
olan bu radikaller, hiicrelere zarar verecek reaksiyon zincirini baglatirlar.
Antioksidanlar ise serbest reaksiyona elektron bagislayarak ve serbest radikal

olmadan kendilerini nétralize ederek bu reaksiyonu inhibe ederler [28].

Antioksidan savunma sistemi ikiye ayrilmistir. Bunlar:

1. Enzimatik antioksidan

Enzimatik antioksidan, viicuttaki tiim hiicrelerde bulunur ve tamamui viicut tarafindan
iiretilir. Ug ana smifa ayrilir. Bunlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve

glutatyon peroksidaz (GST)’ dir.

2. Enzimatik olmayan antioksidan

Askorbik asit (C vitamini), tokoferoller ve tokotrienoller (E Vitamini) ve
karotenoidler  gibi enzimatik olmayan antioksidanlar  viicut tarafindan
iretilemediginden diyetle disaridan alinmasit gerekir. Fakat glutatyonu viicut,
aminoasitlerden sentezleyebildigi i¢in insan igin gerekli bir besin maddesi olmayan,
kisacasi enzimatik olmayan bir antioksidandir [29]. Bazi antioksidan enzimler ve

maddeler Tablo 2.1.’de gdsterilmistir.
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Tablo 2.1. Bazi antioksidan enzimler ve maddeler [30].

Antioksidan enzimler Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz A Vitamini (-Karoten)

Katalaz C Vitamini (Askorbik asit)

Siiperoksitrediiktaz E Vitamini (o-Tokoferol)

Peroksiredoksinler Proteinler (transferin, ferritin, albumin,
bilirubin)

Peroksidazlar Hormonlar (serotonin, melatonin)

Glutatyon Rediiktaz Fenolik bilesikler (polifenoller, flavonoitler)

Glutatyon S-transferaz Lipoik asit, iirik asit, glutatyon

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller herhangi bir molekiil olarak tanimlanabilir veya fragmani1 bagimsiz
olarak var olabilir. Disg atomik yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron i¢erdiklerinden, bu molekiiller yiiksek oranda reaktif ve kararsizdir. Elektron
kabul ederek veya bagislayarak diger bitisik molekiiller ile reaksiyona girerler, bu
sebeple de serbest radikal; oksidan ve indirgeyici olarak davranir. Bazi serbest
radikaller ise metabolizma sirasinda endojen olarak fiiretilirler. Immiin sistem
tarafindan patojenlere saldirmak ve onlar1 yok etmek icin ise bazen kasitl olarak
serbest radikaller meydana getirilir. Endiistriyel kimyasallar, ¢evre kirliligi ve sigara

icme serbest radikallerin digsal kaynagini olusturmaktadir [31].

Serbest radikaller oksijen igeren, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak isimlendirilir.
Bu reaktif oksijen tiirlerinden en yaygin olanlari; siiperoksit radikali (-Oz) ve
hidroksil radikalidir (‘OH). En az reaktif ROS tipi olan siiperoksit, bir elektron
stiperoksit radikalini olugturan bir oksijen molekiiliine katildiginda olusur ve bu
radikal insan viicudunda iiretilen en yaygin serbest radikal olarak bilinir. Onde gelen
siiperoksit radikal kaynaklar1 fagositik hiicrelerdir. Ciinkii virlis ve bakteri gibi
patojenlere saldiran serbest radikaller, bu hiicreler tarafindan olusturulur [32]. Bu

serbest radikal kaynaklar1 Tablo 2.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Serbest radikal kaynaklar1 [33].

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri

Redoks reaksiyonlari

Aragsidonik asit metabolizmasi

Fagositik ve endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlari

Enzimler (Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz vs.)
Oksidadif reaksiyonlar

Diyet faktorleri

Sigara dumant

Organik solventler
Zararl 1gmlar (x-ray, UV)
Tlaglar

Pestisitler

Ksenobiyotikler

Stiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi organizma i¢indeki radikaller, hiicresel,

mitokondriyal, niikleer ve endoplazmik zarlarda lipit peroksidasyonunu baglatarak,

hiicre hasarna sebep olabilecek bircok tepkimeye sebep olurlar. Ornegin hiicrenin

gecirgenligindeki artis, Ca?’un hiicreye dogru akin etmesine ve mitokondriyal

hasara sebebiyet vermektedir [34].

Radikallerin hiicrede sebep oldugu hasarlar asagidaki Sekil 2.9.’da gosterilmistir.

Solunum
Protein
Hesan

Nucieus
DRA  ~Aseriorge IDNM
Hasar.

eazimlan
@} W Mitokordrial
‘ \ i\ﬁm DNA
wmmw.
Hasan NREQ

Y G
iy Cegrgerlikie

L:pad Peroksrasyorm

Hicrele
Sigleimble

arty;

Sekil 2.9. Radikallerin hiicrede sebep olduklari hasarlar [35].

2.4. Glutatyon

Glutatyon, hiicredeki en bol tiyol prevalansidir, sitoplazmada sentezlenir ve ii¢

aminoasit L-glutamik, L-sistein ve glisinden meydana gelmektedir [36] (Sekil 2.10.).

Tripeptid yapisinda olan glutatyon, prokaryot ve okaryot hiicrelerde hiicre igindeki



21

stlthidril gruplarinin biliyiik c¢ogunlugunu olusturan protein yapisinda olmayan
onemli bir tiyoldiir. U¢ adet aminoasitten olusan glutatyon (GSH) molekiiliiniin,
proteinlerin yapisinda olmadig1 ve diger peptitlerden farkli sekilde birlestigi yapilan
calismalarda goriilmiistiir. Glutatyonun protein yapiminda kullanilmamasinin sebebi;
bu molekiiliin aminoasitlerden sentezlenmesi sirasinda glutamik asidin, bir peptit
bagi ile sistein aminoasidine ters taraftan yani farkli taraftan baglanmasidir [37, 38,

39].

CH——CH,—CH,—C——NH——CH r NH——CH,—C

HO NH, o o OH

Glutamat Sistein Glisin

Sekil 2.10. Glutatyonun yapisi

Hiicresel diizeyde bir¢ok islevi yerine getiren glutatyon, suda ¢Ozilinlir bir
antioksidandir [40]. Okside ve rediikte olmak iizere iki formda bulunan glutatyonun

yapist agagida Sekil 2.11. ve Sekil 2.12°de gosterilmistir.

O NH, CH, 0

HO— C——CH——CH,—CH,—C——NH——CH T NH——CH,—C——OH

) @)

Sekil 2.11. Rediikte glutatyon yapisi GSH, (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin)



22

NH, Ci ﬁ
HO — C ——CH——CH,—CH,—C——NH——CH——C——NH CHz—ﬁ—OH
(@) CH2 (6]
S
|
S
NH, CH, O
l H, | ”
HO—C——CH—C CHz—ﬁ NH——CH |C| NH——CH,—C——OH
o} 0

Sekil 2.12. Okside glutatyonun yapist GSSG, 2 (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin)

Roy - Pailhade tarafindan ilk olarak 1888 yilinda maya hiicresinde bulunarak
“filothian” olarak adlandirilmistir. Hopkins tarafindan ise 1921°de saflastirilarak

kristallendirilmistir ve bugiinkii ismi verilmistir [41,42].

Hiicrede ATP gerektiren iki ardisik reaksiyon ile glutatyon sentezlenir. Bu
reaksiyonlar (y-glutamil sistein senentetaz. (y-GSS) ve glutatyon sentetaz (GS))

enzimleri tarafindan katalizlenir [43, 44, 45].

L-Glutamat + L-Sistein + ATP ~2>"C— [ .y Glutamil-L-Sistein + ADP + Pi

G5
L-y —Glutamil-L-sistein + Glisin + ATP ——— GSH + ADP + Pi

Indirgenmis glutatyan, hiicrelere gére degismekle beraber normal kosullarda 0,5 ile

10 mM diizeyinde bulunur [46, 47, 48, 49].

Enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla indirgenmis glutatyon, okside glutatyona
(GSSG) déniismektedir. Ozellikle bu doniisiim, peroksitlerin parcalanmasinda ve

enzimatik transhidrojenasyon sonucu meydana gelmektedir.
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Glutatyon, yapisinda bulundurdugu —SH gruplan ile oksitleyici ajanlarin bozucu
etkilerine karsilik hiicreyi korumaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 glutatyonun diisiik

konsantrasyonunda birtakim metabolik olumsuzluklar meydana gelebilir.

Glutatyonun gorevlerinden bazilari ise sunlardir:

1. Serbest radikallerin ve zararli oksijen iirlinlerinin inaktivasyonu,

2. Spektrin ve hemoglobin gibi membran proteinleri ile g¢esitli enzim
proteinlerinin tiyol gruplarinin glutatyon tarafindan korunmasi,

3. Ksenobiyotiklerin ve ¢esitli metabolik son iirlinlerin konjugasyon ile atilmasi,

4. DNA, protein sentezi ve aminoasit transportu,

5. Hiicre igerisinde bulunmasi sistein deposu seklindedir [50, 51].

2.5. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi (E.C.1.8.1.7) ilk kez 1951°’de tanimlanmistir. GR
enzimi indirgenmis piridin niikleotidleri ve disiilfiir substratlar1 arasindaki

elektron transferini katalizlemektedir.

GSSG+ NADPH+H" —  2GSH + NADP'

GR enziminin en biiyiikk amaci hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranini korumaktir.
Eritrosit hiicrelerinde bu oran yaklasik olarak 500/1°dir.Oran diistiigi takdirde
eritrosit hiicreleri hemoliz olmaktadir [5]. Hiicre icindeki glutatyon, indirgeme-
yiikseltgeme olaymnda onemli bir role sahiptir. Ayrica glutatyon rediiktaz enzimi,
hiicre igindeki —SH /-SS oranin1 korumayi, GSH/GSSG oranimi arttirarak
basarmaktadir [44].

NADP" bagimli malat dehidrogenaz (eritrositler hari¢) ve pentoz fosfat yolu, GR
enziminin katalizledigi bu reaksiyonda kullanilan NADPH’m kaynagim
olusturmaktadir [52]. Indirgeyici biyosentez olaylarinda yaygin bir sekilde kullanilan
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NADPH, pentoz fosfat yolunun da 6nemli bir triiniidiir. Ayn1 zamanda oksidatif

hasara kars1 hiicrenin korunmasinda 6nem teskil etmektedir [53].

Ilag ve detoksifikasyonu, hidrojen peroksitlerin uzaklastirilmas: gibi reaksiyonlarda
indirgenmis glutatyon (GSH), énemli bir role sahiptir. Ozellikle bu rolii, karacigerde
cok dnemlidir. Bunun sebebi ise detoksifikasyon olaymin karaciger mikrozomlarinda
bulunan sitokrom P-450 sistemi tarafindan gerceklestirilmesidir. Bahsedilen sistemin
isleyisine baktigimizda, eger oksijen molekiiliine yeterli miktarda elektron
aktarilmazsa siiperoksit radikali (O2-) veya peroksit (H2O02) olusumu gergeklesir.
Meydana gelen bu zararli iyonlari, zararsiz hale getirecek sistem hiicrede
bulunmaktadir. Ornegin; siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri, hiicrede oksidatif
strese neden olan siiperoksit radikali ve peroksitin suya doniismesine yol agarak
hiicre membran1 proteinlerinin zarar gérmesini Onler. Adi gecen enzimlerin bu
fonksiyonlar1 askorbik asit, indirgenmis glutatyon (GSH) ve K vitamini tarafindan
giiclendirilir. Kullanim alanlar1 olarak glutatyon rediiktaz enzimi; beslenmede, klinik
kimyada karaciger ve kanser hastaliklarinin belirlenmesinde, riboflavin

yetersizliginin ve birtakim genetik eksikliklerin tespitinde kullanilir [7].

Hiicresel antioksidan sisteminin ¢ok Onemli bir enzimi olan glutatyon rediiktaz,
glutatyon  distlfitini ~ siilfidril  formuna (GSH), NADPH bagimli bir
mekanizma ile indirger.1935 yilindan itibaren bir¢ok hayvan, bitki ve mikrobiyal
kaynaklardan saflastirilmis olan GR enziminin; yapisi, kinetik mekanizmasi ve
molekiiler 6zellikleri tanimlanmistir. Prostetik grup olarak iki FAD molekiilii tasiyan
GR enzimi, homodimerik yapida bir flavoproteindir (Sekil 2.12.). Sahip oldugu FAD
gruplart NADPH ile indirgenir. Dimerik olan enzimin mol kiitlesi yaklasik 100-120
kDa arasinda degismektedir. Enzimin stabilitesi ve 1siya dayanikli enzim oldugu

cesitli organizmalarda inclenerek bulunmustur [54].
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Sekil 2.13. Glutatyon rediiktazin ii¢ boyutlu yapisi [55].

Enzimin farkli kaynaklardaki mol kiitlesi ise 70.000-140.000 dalton arasinda
degismektedir. Birbirinin ayni olan iki alt birimden olusan enzimin bu birimlerine
ayr1 ayrt FAD’nin baglandigi bulunmustur. Ornegin; insan eritrosit GR enziminin

yaklasik olarak 132.000 dalton oldugu tespit edilmistir [56].

GR enzimi, okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis hale (GSH) donistiiriirken,
NADPH’dan gelen elektronlarin okside glutatyonun disiilfiir bagia aktarimi direkt
olarak olmaz. Elektronlar dnce FAD’ye aktarilir, daha sonrada alt birimdeki iki
sistein arasinda bulunan disiilfiir kopriisiine aktarilmak suretiyle okside glutatyona
aktarilmis olurlar. Enzimin her bir alt birimi ii¢ tane yapisal alan icermektedir. ilki
FAD baglayict alan, ikincisi NADPH baglayicit alan ve sonuncusu da ara yiiz
alanidir. FAD ve NADP+ alan1 birbirine benzerken, diger dehidrogenazlardaki
niikleotid baglayici alanlara da benzerler. Bakildiginda okside glutatyon ig¢in
baglayici alanin, bir alt birimin FAD alan1 ile diger alt birimin ara yiiz alanindan

olustugu bilinmektedir [57, 58, 59].

2.6. Biberiye

Tibbi ve aromatik bir bitki olan biberiye (Rosmarinus officinalis L.), Lamiaceae
familyasindan olup, tiirkgede hasalbal gibi isimlerin yaninda kusdili ve akpiiren gibi
farkli isimlerle de anilmaktadir (Sekil 2.13.). 50-100 cm yiikseklikte olan biberiye
bitkisi ¢ok yillik bir bitki olmasiyla birlikte yapraklar1 her dem yesil, cal



26

goriiniistinde ve c¢igekleri soluk mavi renktedir. Akdeniz ikliminin hakim oldugu
yerlerde yabani olarak yetisen biberiye, diinyada tibbi, aromatik ve siis bitkisi olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ispanya ve Fransa gibi iilkelerde yetistiriciligi
yapilmaktadir. Ulkemizde ise yogunlukla dogadan toplanir ve daha ¢ok giiney ve bat1
kiy1 seridinde yetistiginden, odun dis1 orman iiriinleri kategorisinde bulunmaktadir.
Yillara gore verilere bakildiginda ise, 2014 yilinda 172 ton iiretim; 2013 yilinda ise
758 ton ihrag edildigi goriilmektedir [60].

Sekil 2.14. Biberiye yapraklari [61].

2.6.1. Faydalan

Biberiye yaginin baslica bilesenlerini siralayacak olursak;

% 20 a-pinen,

% 5 mirsen,

%18 kafur,

% 6 B-pinen % 5 borneol,
% 20 1,8-sineol

% 3 bornil asetat,

% 7 kamfen,

% 2 terpineol, limonen, linalol, karyofillen ve terpineol seklindedir.

Sindirim sistemi uyaricisi, idrar soktiiriicii gibi etkilerinin yani sira, safra artirici

Ozelligide olan biberiyenin, ayn1 zamanda yaralar1 tedavi etmek amaciyla da
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kullanildig1 bilinmektedir. Biberiyeden c¢ikarilan esansiyel yagin ise antioksidan,

antibakteriyel, insektisit ve antifungal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [62].

Biberiyenin taze ve kurutulmus yapraklari, giiclii aromatik kokusu sebebiyle bazi
gida iriinlerinde lezzetlendirici olarak kullanilmaktadir. Biberiye yapraklarindaki
ucucu yaglar, kozmetik iirlin endiistrisinde banyo esanslari, g¢esitli kolonya, sa¢
losyonlar1, dezenfektanlarin ve sampuanlarin bir bileseni olarak kullanilir. Ayrica
biberiye yapragi ekstraktlarinin ana bilesenleri, karnozik asit ve rosmarinik asittir ve
Ozellikle rosmarinik asitin; anti-inflamatuar, atopik dermatitin azaltilmasi, anti-
apoptotik, antianjiyojenik, antifibrotik, ndroprotektif, antioksidan, keratinositlerin
fotoproteksiyonu, kemoprotektif, antimutajenik ve Alzheimer hastaliginin
olugsmasinin Oniine gecilmesi gibi biyolojik bir takim aktivitelerin oldugu

belirlenmistir [63].

2.7. Uclii-Faz Ayirma (TPP) Yéntemi

Ik kez Tan ve Lovrein 1972'de, ¢ogunlukla yiiksek miktarda ucucu organik ¢dziicii,
enerji ve zaman gerektiren geleneksel ekstraksiyon ve ayirma tekniklerine umut
verici olarak alternatif strateji diisiiniilen ti¢ fazli boliimlemenin (TPP) kullanilmasini
onermistir. Bu metotta dncelikle protein iceren ham ekstrakt {izerine inorganik bir tuz
(genellikle amonyum siilfat) eklenir ve daha sonra uygun bir miktarda t-butanol
eklenerek karistirilir. Ortamdaki amonyum siilfata t-bilitanol (yardimci c¢oziicii)
eklendiginde bu karisim proteini ¢ozeltiden disar1 dogru iter. Eklenen t-biitanol,
protein yogunlugunu azaltmak amaciyla proteinlerin hidrofobik olan kismina
baglanir ve sonugta yogun sulu tuz fazinin lizerinde yiizmeye neden olur. Genellikle
bir saat i¢inde genellikle altta su fazi ve {istte t-biitanol igeren organik faz arasinda

bir ara faz (ylizey) ¢okeltisi meydana gelir [64,65] (Sekil 2.14.).
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Amonyum siilfat

Hedef Protein ——» Ml 0 AR IR " «———— t-biitanol
0 qoo‘ t-biitanol «——— Ana faz
0% 0 «——— Sulu faz

U O

Sekil 2.15. UFS sonucu meydana gelen fazlarin gosterimi [66]

Ucglii faz béliimleme (TPP), basit, 6lgeklenebilir, hizli ve nispeten yeni bir biyolojik
ayirma teknigi olmakla birlikte cesitli biyomolekiillerin baslica proteinlerinin
¢ikartlmasi i¢in de kullanilmistir. Yonteme bakildiginda genel olarak t-biitanol su ile
tamamen karisabilir, fakat tizerine yeterli konsantrasyonda amonyum  siilfat
eklenmesiyle, diisiik sulu faz ve bir tist t-biitanol fazina ayrilir. Daha sonra bu fazlara
ek olarak mikrobiyal, bitki veya hayvan hiicresi homojenati eklenip karistirildiginda
ise organik ve sulu katmanin arasinda ara faz dedigimiz proteinli katmani iceren ek

bir katman daha olugmaktadir [67].



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Materyal ve Kimyasallar
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Calismalar sirasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir:

El Blendir : Ev tipi

Vortex : Heidolp ReaxTop

pH Metre : SCHOTT Lab850

Analitik Terazi : SHIMADZU ATX220

Su Banyosu : DAIHAN WB-11

Sogutucu Kabin : Ozel yapim

Mikropipetler : BIOHIT Proline

Buzdolab1 : BEKO/EV tipi

Saf Su Cihazi : Merck Millipore
Spektorofotometre : SHIMADZU UV1700 PharmaSpec
Derin Dondurucu : UDD 100BK Ugur

Isiticili Manyetik Karigtiriet : DAIHAN MSH-20A

Protein Elektroforezi : Owl P8DS Thermo Scientific

3.1.2. Kullamilan kimyasallar

B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat  (indirgenmis form) (NADPH), okside
glutatyon (GSSG), polivinil pirolidon (PVP), L-askorbik asit, dipotasyum hidrojen
fosfat ile potasyum dihidrojenfosfat, sitrik asit, mono hidrat, tris aminometan

hidroklorid, glisin, trizma-base, triton X-100, gliserol, amonyum siilfat, sodyum
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sitrat, standart serum albiimin, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, etanol, metanol, t-
biitanol, asetik asit, SDS (sodyumdodesilsiilfat), N,N’-metilenbisakrilamid, Tris (tris
(hidroksimetil) aminometan), bromfenolblue, marker, B-merkapto etanol, N,N,N’,N'-
tetrametiletilendiamin (TEMED), Coomassie Brilliant Blue G250, , amonyum
persiilfat, Coomassie Brilliant Blue R250, BaCl>.2H,0, CaCl,, CoCl,, NiCl2.6H20,
Al(NO3)3.9H20, HgCl», Pb(NO3)2,MgS0s, FeCls, MnCl2.2H>0 kimyasallar1 Sigma-

Aldrich ve Merck firmalarindan saglanmustir.

3.2. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enziminin izolasyonu ve TPP Yontemi

3.2.1. Ham enzim oziitiiniin hazirlanmasi

Sekil 3.1. Caligmada kullanilan biberiye bitkisi

Bu ¢aligmamizda materyal olarak biberiye bitkisi kullanilmistir (Sekil 3.1.). Sakarya
Universitesi Kampiis Yerleskesi’nden taze olarak toplanan biberiye bitkisi, -20 °C’de
depolanarak enzim kaynagi olarak kullanilmis ve yaprak kisimlarindan 20 gram
tartilip alinarak, % 0,5 polivinil pirolidon, % 4 Triton X-100 ve igerisinde 0,001 M
askorbik asit olan 60 mL 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ¢ozeltisi kullanilarak blendir
yardimiyla 5 dakika pargalama islemi yapilmistir. Olusan homojenat, ilk once ti¢ kat
tiilbentten daha sonra da adi siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve 4500 rpm’de 15 dk

santrifiijlenmistir. Tiiplerde c¢okelti olusumu gozlenmeyene dek santrifiijleme
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islemine devam edilmistir. Islem sonucunda siipernatant kismi1 alinarak, ham enzim

ekstrakti seklinde karakterizasyon caligsmalari i¢in kullanilmistir.

3.2.2. Amonyum siilfat miktariin optimizasyonu

Sekil 3.2. % 50 doygunlukta amonyum siilfat miktari

Yukaridaki gibi hazirlanan ham enzim ekstraktindan 2 mL alinarak sirasiyla farkli
amonyum siilfat doygunluklarina (%40, %50, %60, %70, %80, %85) getirilerek
nazik¢e vortekslenmis ve homojen hale getirilmistir (Sekil 3.2.). Farkli oranlarda
amonyum siilfat doygunluguna getirilen her bir 6rnege 1,0:1,0 (v/v) t-biitanol
eklenmis ve birkag¢ kere tam karisma igin ters diiz edilmistir. Elde edilen karisim 1
saat boyunca oda sicakliginda bekletilmis, 4500 rpm'de 10 dakika boyunca
santrifiijlenerek faz ayrimi yapilmistir. Kolayca gozlenebilen fazlardan organik
¢oziicliyli biinyesinde barindiran {ist faz kism1 ortamdan uzaklastirildiktan sonra, kati
olan orta faz kismu alt fazdan dikkatli bir sekilde ayrilarak 1 mL fosfat tamponunda
(0,1 M; pH: 7) ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra her bir faz i¢in glutatyon rediiktaz enzim
aktivite tayini yapilmistir. Boylece aktivitenin en yiiksek gdzlendigi amonyum siilfat

miktar1 belirlenerek bu sonug ilerideki islemlerde temel alinmistir.
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3.2.3. Tersiyer biitanol oraninin optimizasyonu

’ ;

Sekil 3.3. Ornege t-biitanol ilavesi

Uygun amonyum siilfat eklenen O6rneklerin bulundugu tiipler alinarak, iizerlerine
strastyla enzim/t-biitanol (1,0:0,5 1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0) olacak sekilde t-biitanol
eklenmistir (Sekil 3.3.). Daha sonra farkli miktarlarda t-biitanol eklenmis bu 6rnekler
1 saat boyunca oda sicaklifinda kaldiktan sonra 4500 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiijlenerek faz ayrimi yapilmistir. Ust kisimdaki organik faz kismi bir pipet
sayesinde atildiktan sonra, kati olan orta faz kismi alt fazdan dikkat edilerek
ayrilmasi saglanarak alinip, 1 mL fosfat tamponunda (0,1 M; pH:7) ¢6zdiiriilmiistiir.
Daha sonra her bir faz icin glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini yapilmistir.
Aktivitenin en yiiksek gozlendigi t-biitanol miktar1 belirlenerek daha sonraki

yapilacak olan islemlerde ¢ikan sonug temel alinmistir.
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3.2.4. Ortam pH’smn optimizasyonu

Sekil 3.4. Farkli pH'lardaki 6rnekler

Uygun amonyum siilfat eklenen ve optimum miktarda t-biitanol eklenen 6rnekler igin
ortam pH’1 swrasiyla (pH=3, pH=5, pH=7, pH=9) olacak sekilde degistirilmistir
(Sekil 3.4.). Daha sonra optimum kosullar1 saglayan bu 6rnekler, 1 saat boyunca oda
sicakliginda muhafazasindan sonra 4500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenerek
faz ayrimi yapilmistir. Yine organik faz dedigimiz iist kisimdaki faz bir pipet
yardimiyla atildiktan sonra, kat1 olan orta faz kismu alt fazdan dikkatlice alinip 1 mL
fosfat tamponunda (0,1 M; pH:7) ¢oOzdiiriilmiistiir. Daha sonra her bir faz icin
glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini yapilmistir. Aktivitenin en yiiksek oldugu
ortam pH’1 belirlenerek daha sonraki yapilacak olan islemlerde bu pH degeri temel

alinmastir.
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3.2.5. inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Sekil 3.5. Santrifiij dncesi drnek Sekil 3.6. Santrifiij sonras1 6rnek

Yontem uygulanmasinda son parametre olarak; optimizasyonlar sonucunda en
yiiksek aktivitenin gosterildigi uygun amonyum siilfat doygunluguna, uygun t-
biitanol oranina ve optimum pH’a sahip ornekler 3 farkli (15 dk, 30 dk, 60 dk) siire
ile oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5.). Her bir 6rnek, inkiibasyon
stiresi bitiminde 4500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenerek faz ayrimi
yapilmustir (Sekil 3.6.). Ust kisimdaki organik faz atildiktan sonra, kat1 olan orta faz
kismi alt fazdan ayrilarak almip 1 mL fosfat tamponunda (0,1 M; p H:7)
¢ozdiriilmiistiir. Daha sonra her bir faz icin glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini
yapilmistir. Aktivitenin iic bekleme siire sonunda en yliksek goriindiigii inkiibasyon

stiresi belirlenerek parametreler tamamlanmustir.

Yontem icin kullanilan 4 farkli optimizasyon islemlerinde aktivitelerinin en yiiksek
oldugu sartlar belirlenmistir. Biberiye ham ekstraktindan alinarak {izerine sirasiyla
yukarida optimum konsantrasyonu belirlenen amonyum siilfat eklenmis ve
doygunluga getirilmistir. Daha sonra optimize edilen t-biitanol eklenerek, yine ortam
pH’1 optimum sartlara ¢ekilmistir. Son olarak ise Ornek, yine optimize edilmis
bekleme siiresinde muhafaza edilerek tiim optimum sartlar saglanmigtir. Daha sonra
bu ornek, 4500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenerek faz ayrimi yapilmistir.
Ust kisimdaki organik faz atildiktan sonra, kati olan orta faz kismi alt fazdan

ayrilarak alinip 1 mL fosfat tamponunda (0,1M; pH:7) ¢ozdirilmistir. Enzim
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aktivitesinin optimizasyonlarin saglanmast sonucunda en yogun gozlendigi
homojenize edilmis ara faz kismi, protein tayininde ve molekiill agirlig

saptanmasinda tercih edilmistir.

3.2.6. Bradford yontemi ile protein tayini

Bradford metoduyla hem ham enzim ekstraktinin hem de iiglii faz yontemiyle
saflagtirma isleminden elde edilen ornekler icin ihtiva ettikleri protein miktarlar
saptanmugtir. Ik énce standart bir protein grafigi olusturulmustur. Gerekli olan stok
¢ozelti 1 mg/mL’lik BSA’dan (sigir serum alblimini) hazirlanmistir. Bu stok
¢ozeltiden sirastyla (20 pL, 40 pL, 60 pL, 80 pL, 100 pL ) alinip hacimleri Bradford
reaktifi tarafindan 1 mL’ye tamamlanmak iizere standart protein ¢ozeltilerimiz
hazirlanarak bu ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbanslari Ol¢iilmiistiir. Bu sonuglar
dogrultusunda grafik c¢izilmistir. Ayni sekilde ornekler i¢in de 595 nm’de
absorbanslar1 dl¢limii yapilarak daha oOnce olusturulan standart protein grafigi

yardimiyla 6rneklerin protein miktarlari bu yontem sayesinde tayin edilmistir.

3.2.7. SDS-PAGE ile enzim saflik kontrolii

Yapilan bu ¢aligsmada %12°1ik bir ayirma jeli ile %5°1ik bir yiikleme jeli kullanilarak
SDS-PAGE islemi gergeklestirilmistir (Tablo 3.1.). Oncelikle cam plaklar iizerinde
herhangi bir leke, kirlilik olmamas1 i¢in temizlenmistir. Cam plaklar arasinda bir
kacak olmasi ihtimaline karsin saf su ile sizdirma olup olmadig1 kontrol edilmistir.
Daha sonra alinan temiz bir beher igerisine ayirma jelini olusturan bilesenler sirasiyla
eklenmistir ve olusan bu jel, plakalar arasina hava kabarcigi olmamasina dikkat
edilerek ilk jel olarak dokiilmiistiir. Bu jel iizerine daha diizgiin bir polimerizasyon
yiizeyi saglanmasi amaciyla suyla doyurulmus biitanol ya da propanol eklenir. Jelin
polimerizasyonu i¢in oda sicakliginda 15-20 dk boyunca beklenir. Polimerlesme
islemi gergeklestikten sonra adi siizge¢ kagidina, jel {izerine dokiilen doyurulmus
biitanol veyahut propanol emdirilerek ortamdan arindirilir. Ayirma jelinin
donmasindan emin olunduktan sonra bu kez yilikleme jeli yine ayri1 bir beher

icerisinde hazirlanarak donan ayirma jelinin iizerine dokiilmiistiir. Hi¢ beklemeden
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de kuyucuk olusturmasi amaciyla tarak jel iizerine yerlestirilmistir ve yine
polimerlesme igin 15-20 dk boyunca bekletilmistir. Donan jel daha sonra
elektroforez tankina koyularak tank igerisine yiiriitme tamponu eklenmistir. Standart
proteinler, ham enzim ekstrakti1 ve drnekler (TPP yapilmis) 1’e 2 oran1 olacak sekilde
numune (6rnek yiikleme) tamponu ile karistirilarak enzim Orneklerinin denatiire
olmasi amaciyla 95 °C’de 5 dk siiresince inkiibasyona birakilmigtir. Denatiire olan
enzim Ornekleri buz iistiine derhal koyulmustur. Denatiire olmus bu ornekler tarak
vasitastyla jel lizerinde meydana gelen kuyucuklara sirasiyla yiiklenmis ve tank
ortam1 kapatilarak yiiriitme islemine baglanmistir. Proteinleri yiirlitme islemi 20-25
mA’de yapilmistir. Yiriitme islemi ayirma jelinin sonuna geldiginde ise elektrik
akimi kesilerek jel dikkatlice tank icerisinden ¢ikartilmistir. Jel iizerinde bulunan
protein molekiillerinin daha goriiniir hale getirilmesi amaciyla boyama islemine
gecilmigtir. Boyamadan oOnce protein molekiillerinin jel {lizerinde sabitlenmesi
amaciyla fiksatif ¢ozelti igerisinde bir siire bekletilmistir. Daha sonra jel 3,5-4 saat
sliresince boyama ¢ozeltisi icerisinde hafifce calkalanmak suretiyle boyanmustir.
Protein molekiillerinin daha da goriinlir bir hale gelmesi icin ise boya giderme
islemine gecilmistir. Boya giderme ¢ozeltisi sik sik degistirilerek boyanin jelden

uzaklagmasi saglanana dek bu isleme devam edilmistir.

Tablo 3.1. SDS jel elektroforezi bilesenleri ve miktarlart gosterimi [68].

Bilesenler Ayirma Jeli (%12) Yiikleme Jeli (%5)

Yiikleme Jeli Tamponu --- 1,25 mL
(1 M Tris-HCI pH: 6,8)

Ayirma Jeli tamponu 2.5mL -

(1.5 M Tris-HCI pH: 8,8)

% 10 SDS 0.1 mL 0.1 mL
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 4.0 mL 1.67 mL
Saf Su 3.3mL 6.87 mL
% 10 APS 0.1 mL 0.1 mL

TEMED 0.004 mL 0.01 mL
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3.3. Biberiye Bitkisi Glutatyon Rediiktaz Enziminin Karekterizasyon

Calismalan
Glutatyon rediiktaz enzimi kinetik 6zelliklerinin bulunmasi kapsaminda optimum
iyonik siddetin belirlenmesi, optimum sicaklik, optimum pH, depolanma kararlilig:
ve bazi metallerin enzim aktivitesine herhangi etkisinin belirlenebilmesi kapsaminda

caligmalar gerceklestirilmistir.

3.3.1. GR aktivite tayini

GSSG + NADPH —=—2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde iki temel esas vardir.
Bunlardan birincisi, yukarida verilen tepkimede, tepken NADPH 340 nm’de
maksimum absorbans verirken, tepkimeye dahil olan GR enzimi NADPH’n

azalmasma neden olmaktadir. Spektrofotometrik olarak azalma, 340 nm’de takip
edilebilmektedir [69].

Digeri ise, ayni tepkimede iriin olan GSH’m, 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) tepkimesiyle olusan bilesigin, 412 nm’de ki absorbansinin, takip edilmesi
temeline dayanir. GR enzimi, zamanla GSH’1n artmasini saglarken, GSH’da DTNB

ile tepkimeye girerek absorbans artmasina neden olmaktadir [70].

Yukarida anlatilan iki yontemden ilki daha spesifiktir ve genellikle tercih sebebidir.
Bizde calismamizda ilk yontemi tercih ettik. GR aktivitesi hem FAD’li hem FAD’s1z
iki farkli 6l¢iim yapilabilmektedir. Bazen bir veya her iki farkli 6l¢iim alinarak

sonuglar kiyaslanmaktadir. Tez ¢alismamizda ise FAD’siz 6l¢lim yaptik.

Asagidaki formiil kullanilarak enzim tinitesi hesaplanmistir (Denklem 3.1.).

. AOD  V;
EU/ml 622 < v, X Sp (3.1)
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Yukaridaki formiil simgeleri agiklanmustir;

EU/mL : 1 mL’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 :1mM NADPH’ 1 olusturdugu absorbans degeri (ekstinsiyon katsayisi)
Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Vr : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir)

3.3.2. Biberiye bitkisi GR enzimi icin optimum iyonik siddetin bulunmasina

yonelik ¢calismalar

Biberiye bitkisi GR enziminin yliksek aktivite saglayan optimum iyonik siddet tespiti
i¢in Tris ve potasyum fosfat (KH2PO4) tamponlarinin 100 mM, 200 mM, 300 mM,
400 mM, 500 mM ve 700 mM kullanilarak uygun substrat ¢ozeltileri ile her bir

tamponda sirastyla aktivite 6lgtimleri yapilmistir.

3.3.3. Biberiye bitkisi GR enzimi i¢cin optimum sicakli@in belirlenmesine yonelik

calismalar

Biberiye bitkisi GR enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla sirasiyla 0,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’lerde enzim aktivitesine bakilmistir. Diisiik
sicakliklar i¢in buz banyosu kullanilirken, yiiksek sicakliklarda sicak su banyosu

tercih edilmistir.

3.3.4. Biberiye bitkisi GR enzimi icin optimum pH belirlenmesine ydnelik

calismalar

Biberiye bitkisi GR enzimi optimum pH'sim1 belirlemek maksadiyla oncelikle,
tampon optimizasyonu sonucunda en yiiksek aktivite gdsteren tampon
konsantrasyonu (400mM) belirlenerek pH optimizasyonunda kullanilmistir. pH’s1

4,5 ile 8,5 arasinda degisen tamponlar kullanilmistir. Bunlar sirasiyla; pH 4,5, 5,5
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sitrat tamponu, pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 fosfat tamponu ve son olarak da pH 7,5, 8,0 ve
8,5 degerlerinde Tris tamponu hazirlanmistir ve her bir pH degeri i¢in ayr1 ayri her

tamponda enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

3.3.5. Biberiye bitkisi GR enzimi icin depolanma kararhihigimin belirlenmesine

yonelik calismalar

GR enziminin depolanma kararliligini gormek amaciyla yapilan ¢alismada, enzimin
3 farkli (-20°C, 4°C ve oda sicakligi ortalama 25°C) kosullarindaki degerleri
dlciilmiistiir. Oncelikle enzimin oda sicakligindaki depolanma kararliligi igin; oda
sicakligindaki aktivitesindeki azalma degisimi her saat basi; enzimin -20°C’de
depolanmasindaki kararlilik i¢in enzim -20°C’de muhafaza edilerek haftada bir ve
son olarak da 4°C’de ise Ol¢iim araliklar1 3-4 saatte bir olacak sekilde ayarlanarak her
bir sicaklik degerlerinde aktivite Olgiimii kaydedilerek spektrofotometrik olarak
gerceklestirilmistir. Her bir 6l¢limde substrat olarak 2 mM GSSG ve 5 mM NADPH

kullanilmastir.

3.3.6. Biberiye bitkisi GR enzimi NADPH ve GSSG substratlari I¢cin Km ve Vimaks

degerlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Biberiye bitkisi glutatyon rediiktaz enziminin substratlar1 olan NADPH ve GSSG
icin enzimin maksimum hizinin (Vmaks) ve ayn1 zamanda Michaelis-Menten sabitinin
(Km) degerlerini  kinetik ¢aligmalarda  belirlemek i¢in sabit NADPH
konsantrasyonunda GSSG’nin 5 farkli (0,01 mM, 0,02 mM, 0,04 mM, 0,08 mM ve
1,2 mM) konsantrasyonlartyla substrat ¢ozeltileri hazirlanmis ve enzim aktivite
Olctimleri sirasiyla bu konsantrasyonlarda ayri ayri yapilmistir. Daha sonra
absorbans-zaman grafiginden ilk hizlar1 hesaplanmis ve elde edilen bu ilk hiz
degerleri Michaelis-Menten ([S]’a kars1 V) ve Lineweaver-Burk grafiginde (1/[S]’ye
karsi 1/V) yerine konularak bu grafikten GSSG icin Km Ve Vmaks sonuglari
bulunmustur. Yine ayni sekilde GSSG’nin sabit konsantrasyonunda NADPH i¢in 5
farkli (0,01 mM, 0,02 mM, 0,04 mM, 0,08 mM ve 1,2 mM) konsantrasyonda substrat

¢ozeltileri hazirlanmis ve enzim aktivite Ol¢limleri yapilmistir. Aynm sekilde bu kez
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NADPH i¢in Lineweaver-Burk grafigi olusturulmustur. NADPH’in Km Ve Vmaks

degerleri belirlenmistir.

3.3.7. Biberiye bitkisi GR enzimi iizerine metal iyonlarimin etkisinin

belirlenmesi icin yapilan ¢alismalar

Biberiye GR enzim aktivitesine bazi metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesi
amaciyla oncelikle 10 farkli metalin stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiler
0,5 mM, 1 mM, 5 mM son konsantrasyonlar1 olacak sekilde seyreltilmistir.
Hazirlanan bu metaller ile birlikte enzim g¢ozeltileri de 30 dk ve 4 °C’de
bekletilmistir. Aktivite Ol¢iimii normal kosullarda yapilmis, sabit substrat
konsatrasyonu eklenmistir. Bu ¢alismamizda bu 10 farkli metallerin (Mg?*, Hg®",
Co?*, Fe*, Ni?*, Pb?*, Ba®", Mn?*, A", Ca?") etkileri incelenmis ve bu sonuglar

kontrol (metalsiz) reaksiyonun aktivitesi %100 kabul edilerek kiyaslanmistir.

3.3.8. GSH’n biberiye GR enzimi iizerindeki inhibisyon etkisinin incelenmesi

Inhibisyon etkisi gdsteren GSH’mn inhibisyon tiiriinii, K;i sabitini belirlemek
amaciyla, GSH’in sabit 3 farkli konsantrasyonunda (10 mM, 15 mM, 20 mM),
GSSG’nin artan konsantrasyonlarinda aktivite Olg¢imleri yapildi. Elde edilen
degerlerle olusturulan Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Cizilen bu grafik ve

denkleminden yararlanilarak inhibisyon tirii ve K; sabiti hesaplandu.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Uclii Faz Saflastirma Yénteminin Optimizasyonu
4.1.1. Amonyum siilfat konsantrasyonunun optimize edilmesi

Yaptigimiz calismada biberiye bitkisinden elde edilen ham enzim ekstrakti TPP
yontemi ile tek adimda saflastirilmistir. Farkli oranlarda tercih edilen amonyum
stilfat konsantrasyonlar1 (%40, %50, %60, %70, %80, %85) arasinda glutatyon
rediiktaz enzim aktivitesinin en fazla gozlendigi doygunluk orani ara fazda %80
olarak belirlenmistir. Alt fazda aktivite yok denecek kadar az oldugundan, aktivitenin
en ylksek oldugu ve enzimin ¢ogunlukla toplandigi ara faz kismi tercih edilmistir.
En uygun doygunluk ara faz %80 oraninda bulunurken, bu orandaki GR aktivitesi ise

2,34 EU/mL olarak hesaplanmustir (Sekil 4.1.).

25 2,34

s 1,334
1,046 1112
0,739
0,565
0' l
0
40 50 60 70 80 85

Amonyum Siilfat Miktar1 (%ow/v)

[EEN

Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi
(EU/mL)
(9]

Sekil 4.1. Uygun amonyum siilfat doygunlugunda ara faz GR aktivite degisimi
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4.1.2. Tersiyer biitanol oraninin optimize edilmesi

TPP yonteminin bir diger bileseni olan t-biitanol miktarinin saflastirmadaki etkisinin
arastirtlmas1 amaciyla farkli oranlarda ham ekstrakt/t-biitanol (1,0:0,5, 1,0:1,0,
1,0:1,5 ve 1,0:2,0) miktarlar1 kullanilmigtir. Bu farkli oranlarda yapilan GR aktivite
Ol¢iimlerinde enzim aktivitesinin en yiiksek gozlendigi oran; 1 ham ekstrakt/0,5 t-
biitanol olarak belirlenmistir. Bu orandaki GR aktivitesi ise 2,332 EU/mL olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.2).

47
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t-Biitanol miktar1 (mL)

Sekil 4.2. Uygun t-biitanol miktarinda ara faz GR aktivite degisimi

4.1.3. Ortam pH’simin optimize edilmesi

Ortam pH’sinin iiglii faz saflagtirmadaki etkisinin aragtirilmasi i¢in denenen 4 farkl
(pH=3, pH=5, pH=7, pH=9) pH degerlerinden, en iyi GR enzim aktivitesi pH=7"de
gozlenmistir. Bu pH degerindeki en yiiksek aktivite ise 2,059 EU/mL olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Ortam pH'sina gore ara faz GR aktivite degisimi

4.1.4. Inkiibasyon siiresinin optimize edilmesi

Biberiye bitkisinden GR enziminin U¢li faz saflastirmasinda denenen 3 farkli
inkiibasyon (15 dk, 30 dk ve 60 dk) siireleri icerisinde en iyi GR aktivitesi 30 dk
bekleme siiresi sonunda 2,568 EU/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.4). TPP
yonteminde siklikla kullanilan 60 dk bekleme siiresi sonunda aktivitede %39’luk; 15
dk bekleme siiresi sonunda ise aktivitede %64’lik bir kayip gozlenmistir. Bu da
gosteriyor ki, 60 dk siire sonunda enzim az da olsa inhibe olurken; 15 dk siire

sonunda ise TPP sistemi tam olarak isleyememistir.
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Sekil 4.4. Inkiibasyon siiresine gore ara faz GR aktivite degisimi

4.2. Bradford Yontemiyle Toplam Protein Tayini

Biberiye bitkisinde toplam protein miktar tayini Bradford yontemi kullanilarak
yapilmistir. Tayin sonucunda ham ekstrakt ve TPP yapilan enzimin 100
mikrolitresinde sirasiyla ham ekstrakt i¢in 0,094 mg/mL, TPP sonucunda ise 0,0604
mg/mL olarak hesaplanmistir. Spesifik aktivite degerleri ise bulunan protein
miktarlart 1s1ginda, ham ekstraktta 4,3 (EU/mg protein), TPP igin ise 77 (EU/mg

protein) olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. GR enzimi saflagtirma basamaklari

Numune Tiirti Protein (mg/mL) Spesifik Aktivite (EU/mg protein)
Ham Ekstrakt 0,094 4,3
Uclii Faz Sistemi (TPP) 0,0604 77

4.3. Biberiye Bitkisinden Saflastirilan GR Enziminin SDS-PAGE ile Safiginin
Kontrolii

Biberiye bitkisi GR enziminin molekiil agirligin1 belirlemek icin Bolim 3.2.7.°de

anlatilan elektroforez diizenegi kurularak biberiye ham ekstrakti ve TPP yontemine
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gore saflastirilan enzim Ornekleri jeldeki kuyulara sirayla tatbik edilmistir ve
yiiriitme islemi yapilmustir. Islem sonucunda Biberiye GR enzimi proteini, marker
olarak kullanilan proteinler ile karsilastirildiginda jelde yaklasik 75 kDa molekiil
agirhigina sahip olarak tek bant halinde goriintiilenmistir. Jelin fotografi Sekil 4.5.°de

verilmistir.

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kDa

50 kDa

37 kDa

10 kDa

a b C

Sekil 4.5. GR enziminin SDS-PAGE sonucu
a: Marker proteinler (10-250 kDa)
b: TPP sonucunda %80 amonyum siilfat doygunluktaki ara faz
c: Ham Ekstrakt

SDS-PAGE'de jelin fotografini ¢ektikten sonra, standart proteinler ve jelde yiiriiyen
enzim i¢in Rf degerleri Olgiilerek Rf-log MW grafigi cizilmistir (Sekil 4.6.). Bu

grafikten elde edilen egri sayesinde GR enziminin molekiiler agirligi belirlenmistir.
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Sekil 4.6. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rf- log MW grafigi

4.4. GR Enziminin Karakterizasyon Calisma Sonuclari

4.4.1. Biberiye bitkisi GR enziminin optimum iyonik siddet degerinin sonuclari

Biberiye bitkisi GR enziminin aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum aktivite
sagladigi iyonik siddetini bulabilmek i¢in 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 500
mM ve 700 mM farkli konsantrasyonlarda iki farkli tamponda (Tris ve potasyum
fosfat (KH2PQOg4)) aktivite olgiimleri (Tablo 4.2.) ve (Tablo 4.3.) alinarak iyonik
siddet biberiye bitkisi GR enzimi i¢in 400 mM fosfat (KH2POs) tamponu olarak
bulunmustur (Sekil 4.6.).

Tablo 4.2. Biberiye bitkisi GR enziminin KH2PO4 tamponundaki optimum iyonik siddet- aktivite sonug tablosu

[KH2PO] 100 200 300 400 500 700
(mM)
Aktivite

0,045 0,09 0,22 0,3 0,14 0,11

(EU/mL)
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Tablo 4.3. Biberiye bitkisi GR enziminin Tris/HCI tamponundaki optimum iyonik siddet-aktivite sonug tablosu

Tris/HCI
(mM) 100 200 300 400 500 700
Aktivite
(EU/mL) 0,06 0,075 0,078 0,11 0,085 0,075
0,35 —o— KH2PO4
03 Tris/HCI
_. 0,25
—
£
S 02
L
T
:‘é‘ 0,15
£
< 01

0,05 &~

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tampon Derigsimi (mM)

Sekil 4.7. Biberiye bitkisi GR enzimi i¢in farkli konsantrasyonlarda Tris ve KH2PO4 tampon ¢ozeltileri
kullanilmasi sonucu iyonik siddet-aktivite grafigi

4.4.2. Biberiye bitkisi GR enziminin optimum sicaklik ¢calisma sonug¢lari

Biberiye bitkisi GR enziminin optimum sicakligini tespit etmek i¢in belirlenen 400
mM fosfat tamponu kullanilarak Boliim 3.3.3.’de anlatildig: iizere sirasiyla 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’lerde enzimin aktivitesi Olgilmistiir (Tablo 4.4.) ve
calismamiz sonucunda optimum sicaklik biberiye bitkisi GR enzimi i¢in 60 °C

olarak bulunmustur (Sekil 4.7.).

Tablo 4.4. Biberiye bitkisi GR enzimi optimum sicaklik-aktivite sonug tablosu

Sicaklik
O

10 20 30 40 50 60 70 80

Aktivite

) 00045 0018 0058 0091 008 0187 026 0183 0,11
(EU/mL)
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Sekil 4.8. Biberiye bitkisi GR enzimi optimum sicaklik-aktivite 6l¢tim grafigi

4.4.3. Biberiye bitkisi GR enzimi optimum pH c¢alisma sonuc¢lar:

Biberiye bitkisi GR enziminin optimum pH'sin1 bulmak maksadiyla yapilan
calismamizda oncelikle, pH’s1 4,5 ile 8,5 arasinda farklilik gdsteren tamponlarda
hazirlanmis ¢ozeltiler kullanilmak iizere GR aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin

edilmistir. Sonug olarak optimum pH=7,5 olarak belirlenmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.9. Biberiye bitkisi GR enzimi optimum pH-aktivite grafigi

4.4.4. Biberiye bitkisi GR enziminin depolanma kararhhg: calisma sonuclari

Yaptigimiz ¢aligmamizda enzimin farkli sicaklik sartlarinda muhafaza edildiginde
sahip oldugu aktivitesindeki herhangi bir degisimi veyahut bu degisimin nasil
gergeklestiginin tespit edilmesi maksadiyla, enzim 3 farkli (-20°C, 4°C ve oda
sicakligr 25°C) kosullarinda depolanmis ve bazi zaman araliklarinda her bir sicaklik
degeri i¢in aktivite Ol¢limii ayr1 ayr1 yapilmistir. Sirastyla oda sicakliginda saat basi
veya birkag saatte bir olarak 6l¢lim yapilmis, ayni1 sekilde 4°C’de de birkag saatte bir
Ol¢iim yapilirken; -20°C’de ise ol¢lim siklig1 haftada bir olarak yapilmis ve dl¢im
sonuclar1 dikkate alinarak biberiye bitkisi GR enziminin % bagil aktivitesi bu 3 farkl

sicaklik degeri temel alinarak hesaplanmastir.

[Ik 6nce oda sicakliginda (25°C) gergeklestirilen depolanma kararliliginda sonug
olarak GR enziminin aktivitesi ilk 9 saatte hizla azalmis ve aktivite yaklasik olarak
yarisina inmistir. Devaminda 26. saate kadar ki gecen siire zarfinda aktivitede
meydana gelen degisim hemen hemen sabit kalmistir. 30. saatten sonra ise
aktivitedeki diisiis tekrar hizlanmis ve 50 saatin sonuna gelindiginde ise enzim,

aktivitesinin neredeyse tamamini (%95)’ini kaybetmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.10. Oda sicakligindaki (25°C) Biberiye GR enzimi aktivite- zaman degisim grafigi

4 °C’deki depolanma kararlilig1 ¢aligmasi sonucunda, biberiye GR enziminin ilk 24
saatte oda sicakligindaki gibi aktivitesi hizla azalarak %64’e diismiistiir. Devaminda
gecen 72 saat boyunca ise aktivitede gozlenen diisiis yavaslamis, 96 saat sonunda ise
bagil aktivite yarisina inerek %50 olmustur. Daha sonra aktivitedeki diisiis hizla

azalmistir ve 200. saatin sonuna gelindiginde ise enzim aktivitesinin yine biiyiik bir

kism1 %97’sini kaybetmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.11. 4 °Cdeki Biberiye GR enzimi aktivite- zaman degisim grafigi



o1

Son depolanma sicakligi olarak enzim -20°C’de muhafaza edilmistir. Bakildiginda
aktivitedeki azalma diger sicaklik degerlerine nazaran daha diizenli olarak ve
diisiisiinde daha yavas meydana geldigi gériilmektedir. 2 hafta sonunda aktivite %82
iken 3 hafta gegmesine ragmen yine daha az bir enzimde aktivite kayb1 %78 olarak
yaganmustir. Fakat bu siire zarfindan sonra artik enzim hizla aktivite kaybetmeye

baslamis ve 6. hafta sonuna gelindiginde ise %95 oraninda aktivite kaybi hizla

gerceklesmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.12. -20 °Cdeki Biberiye GR enzimi aktivite- zaman degisim grafigi

4.4.5. Biberiye bitkisi GR enzimi NADPH ve GSSG substratlar1 i¢in Km ve Vimaks

degerlerinin sonuclari

Biberiye bitkisi glutatyon rediiktaz enziminin substratlart olan NADPH ve GSSG
icin Vmaks ve diger bir sabit olan K degerlerini kinetik caligsmalarda belirlemek icin
Bolim 3.3.6.’da da bahsedildigi gibi her iki subsrattan biri sabit tutulup bir digeri
igin aktivite Ol¢timleri alinarak her iki subsrat i¢in bu verilerle Lineweaver-Burk
grafikleri cizilerek Km Ve Vmaks belirlenmistir. Calismamiz sonucu olarak biberiye
GR enzimi subsrat1 olan NADPH i¢in Km sonucu 0,047 mM (Sekil 4.12.); Vmaks ise
0,0033 EU/mL (Sekil 4.13.) olarak bulunurken, GSSG subsrati Km degeri 0,029 mM
(Sekil 4.14.); Vimaks ise 0,0019 EU/mL seklinde tespit edilmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.13. NADPH i¢in doygunluk egrisi
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Sekil 4.14. NADPH subsrat1 i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.16. GSSG subsrati i¢in Lineweaver-Burk grafigi

4.4.6. Biberiye bitkisi GR enzimi iizerine metal iyonlarinin etkilerinin sonuclari

Biberiye bitkisi GR enziminin aktivitesine Boliim 3.3.7.’de verilen 10 farkli metalin
etkisi arastirilmistir.  Stok olarak hazirlanan metal ¢ozeltilerinin @ 3 farkhi
konsantrasyonlart (0,5 mM, 1 mM ve 5 mM) seyreltilerek, bu seyreltilmis metal
¢Ozeltileri, enzim ve sabit substrat derisimi ortama konularak bulunan aktiviteden

yola ¢ikilarak metal etkisi % kalan aktivite seklinde tabloda verilmistir. Tabloya
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baktigimizda bazi metaller GR enzimi {lizerinde aktivite artisina sebep olurken, bazi

metal iyonlar1 ise aktivite lizerinde azaltici yonde etki yapmustir. Sonuglar Tablo

4.5.°de gosterilmistir.

Tablo 4.5. Biberiye bitkisi GR enzim aktivitesine metal etkisi

GR % Kalan Aktivite

Metal Metal Son Konsantrasyonu (mM)

0,5mM 1 mM 5mM
Metalsiz 100 100 100
Mg?* 115 107 75
Hg?* 38 45 -
Co? 74 - -
Fe®* 120 112 45
Ni* 21 - -
Pb?* 20 - -
Ba%* 40 86 -
Mn? 84 117 75
Al 33 120 74
Ca? 30 - -

4.4.7. Biberiye bitkisi GR enziminin GSH inhibitorii icin Ki sabitinin

bulunmasina yonelik sonuglar

Biberiye bitkisi glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyonun, iirlinlerinden

biri olan GSH’1n etkilerini belirlemek amaciyla, optimal aktivite dlgiim sartlarinda

reaksiyon ortamina GSH’in farkli konsantrasyonlari katilarak enzim aktivitesi

lizerine etkisi belirlendi. Inhibisyon etkisi gosteren GSH ile gerceklestirilen

calismada ii¢ sabit GSH konsantrasyonunda aktivite dl¢limleri yapildi. Bu dl¢limler

sonucunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden ve denkleminden yararlanilarak,

inhibisyon tiirii ve K sabiti hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucunda ise GSH igin Isg

degeri 11,93, K sabiti 38,03 mM bulunurken, inhibisyon tiirii ise yarigmasiz olarak
bulund u. Sonuglar Tablo 4.6.- 4.7. ve Sekil 4.17.- 4.18.’de verilmistir.



Tablo 4.6. GSH i¢in Iso degerinin bulunmasina yonelik sonuglar

GSH
Derisimi 5 15 16,5 18
(mM)

20

Aktivite
(EU/mL) 0,06 0,045 0,026 0,022

0,018

120
100 @-.,
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% Aktivite

o e

20 ([ ]
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[GSH] mM

Sekil 4.17. GSH igin %Aktivite-[GSH] grafigi
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Tablo 4.7. GSH i¢in Ki degerlerine yonelik sonuglar

[GSH] [GSSG] Ak_t_ivite
mM mM (EU/mL)
0,030 0,11
0,024 0,09
Kontrol 0,020 0,076
0,016 0,065
0,010 0,05
0,030 0,072
0,024 0,08
10 mM 0,020 0,072
0,016 0,05
0,010 0,04
0,030 0,06
0,024 0,055
15 mM 0,020 0,05
0,016 0,04
0,010 0,03
0,030 0,04
0,024 0,04
20 mM 0,020 0,03
0,016 0,03
0,010 0,02
60 Kontrol
- 10 Mm GSH
15 mM GSH
40
> 20 mM GSH
—
30
20
10
0
-40 -20 20 40 60 80
-10
1/[GSSG]

100

Sekil 4.18. Biberiye GR enzimi aktivitesi {izerine GSH’1n inhibisyon tiiriinii gosteren grafik
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BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinin yaprak kisimlari
materyal olarak kullanilmig ve ham GR enzim ekstrakti elde edilmistir. Elde edilen
bu ham esktrakt tg¢lii faz saflasirma (TPP) metodu kullanilarak tek basamakta
saflastirma islemi yapilmistir. Yontemde enzimin yiiksek oranda aktivite gosterdigi
kisstm ara faz olarak tespit edilmistir ve tiim deneysel calismamizda bu faz
kullanilmistir. Ara faz i¢in uygun olan ve enzimin de yiiksek aktivite sergiledigi
amonyum stilfat miktar1 optimize edilerek biberiye GR enzimi i¢in ara faz %80
oraninda amonyum siilfat doygunluk bulunmustur. Yine t-biitanoliin en uygun
oraninin belirlenmesi ¢alismasinda optimizasyon sonucu 1,0 ham ekstrakt/ 0,5 t-
biitanol miktarlar1 olacak sekilde tespit edilmistir. Bir diger optimizasyon kisminda
enzim ara fazin uygun pH ortami belirlenerek bu deger 7,0 olarak bulunmustur.
Yontemde son optimize edilen parametre ise genellikle cok fazla iizerinde
durulmayan inkiibasyon siiresidir. Calismamizda 30 dk inkiibeden sonra en yliksek
aktivite gézlenmistir. Bu da gosteriyor ki, yontem i¢in bekleme siiresi ¢cok hassas ve

onemli bir parametredir.

Literatiire bakildiginda PPO enzimini [71] ve Kat ve arkadaslarmin [72] aym
yontemi tercih ederek invertaz enzimini saflagtirma yaptiklarini ve sonucta enzime
ait aktivitenin ara fazda daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. TPP yontemi
kullanarak biberiye GR enzimi saflagtirmasindaki sonuglarimiz yapilan bu ¢aligmalar
ile kiyaslandiginda benzerlik gostermistir. Calismamizda TPP sonucunda biberiye
GR enzimi 18 kat saflastirilarak, %54,80 verim elde edilmistir. Kat ve arkadaslarinin
[72] TPP saflastirma metodu sonucunda ise verim %?20,28 iken saflastirma kati
10,48°dir. Literatiirde enzim destekli Uc¢ Fazli Bélimleme kullanarak keten
tohumundan [73] yag ¢ikarma (Linum usitatissimum L.) calismasinda ise %71,68

oraninda bir verim elde edilmistir. TPP metodunun farkli bir tiirevi olan ultrason
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destekli {i¢ fazli ayirma islemi ile patates kabugundan (Solanum tuberosum) [74]
PPO eldesinde TPP yontem optimize sonucunda %40 amonyum siilfat, 1:1 t-biitanol
orani ve 40 dk siire ile %70 geri kazanim saglandig1 belirtilirken ultrason destekli
TPP ile ise bu geri kazanim %98,3 seklinde artis gostermistir. Yine TPP kullanilarak
tath su istiridye tiri Corbicula fluminea’dan [75] polisakkaritlerin verimli
ekstraksiyonu ve ayrilmasi i¢in bu metod kullanilmis ve yiiksek saflik (% 86,5) elde

edilmistir.

Daha sonra biberiye GR enzimi protein miktar1 ham ekstraktta 100 mikrolitrede
0,094 mg/mL protein, TPP sonucunda ise 0,0604 mg/mL olarak belirlenmistir.
Biberiye GR enzimi spesifik aktivite ise biberiye ham ekstraktinda 4,3 EU/mg
protein bulunurken, saflastirma sonucunda 77 EU/mg protein spesifik aktivite
seklinde belirlenmistir. Japon bildircin eritrositleri [6] kullanilarak yapilan bir
calismada GR enzimine ait spesifik aktivite 33,75 EU mg/ml olarak bulunmus; yine
hindi karacigeri [15] kullanilarak saflastirilan GR enzimi i¢in 606,67 EU/mg protein
spesifik aktivite oldugu bulunmustur. Cikan bu Bradford sonuglari ile ¢alisma

sonucumuz kiyaslandiginda aralik bir deger oldugu goriilmiistiir.

Saflagtirma isleminden sonra biberiye GR enziminin SDS-PAGE ile enzim safligi
kontrol edilmistir. Jele tatbik edilen biberiye ham ekstrakti ve saflagtirma islemi
yapilmis Orneklerin ylirlime mesafeleri yine ayni jelde yiiriiyen marker proteinler
temel almarak karsilastirma yapilmis ve tek band halinde gozlenen biberiye GR
enziminin bakildiginda molekiill agirhigi yaklasitk 75 kDa tek band olarak
caligmamizda bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda ise; hindi karacigeri [15] 65 kDa,
sigir eritrositinde [13] GR enzimin molekiil agirligi 118 kDa olarak bulunurken, alt
birim molekiil agirligr ise 58 kDa bulunmus ve enzimin dimerik formda oldugu
belirtilmistir. Yine baska caligmada soya tohumu GR [76] molekiil agirlig1 alt birimi

75 kDa olarak bildirilmis ve ¢calismamiz ile bu sonug paraleldir.

Biberiye bitkisi GR enziminin iyonik siddetinin en yiiksek oldugu aralik 400 mM
fosfat (KH2PO4) tamponu oldugu bulunmustur. Literatiirde soya tohumu [76] i¢in
300 Mm Tris tamponu, sigir eritrositlerinde [13] 435 mM fosfat tamponu, hindi
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karacigeri [15] i¢in 100 mM fosfat tamponu seklinde belirlenirken, koyun karacigeri
[11] i¢in ise 50 mM Tris seklinde bulunmustur.

Karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda yapilan biberiye bitkisi GR enziminin
aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum sicaklik degeri 60°C olarak belirlenmistir.
Literatiire bakildiginda farkli kaynaklar kullanilarak gergeklestirilen saflagtirma
islemlerinde GR enzimi i¢in optimum sicaklik sonuglari; Tek hiicreli bir alg olan
(Chlamydomonas veinhavdtii)’de [14] maksimum aktivite 49°C, hindi karacigerinde
[15] 40°C, sigir eritrositlerinde [13] yapilan baska c¢alismada 55°C, koyun
karacigerinde [11] optimum sicaklik 60°C seklinde bulunurken, Japon bildircin
eritrositleri [6] GR i¢inde 60°C, Arap deve karacigerinden [77] (Camelus
dromedarius) klonlanan mitokondriyal glutatyon rediiktaz geni (Gsr) i¢in ise 35°C
olarak optimum sicaklik degeri seklinde bulunmustur. Calismamiz sonucunda

bulunan optimum sicaklik degeri diger ¢calismalarla benzerlik halindedir.

Enzim i¢in optimum pH c¢alismamiz sonucunda ise yiiksek aktivite ile c¢alistig
optimum pH biberiye GR enzimi i¢in 7,5 olarak belirlenmistir. Literatiirde soya
tohumu GR [76] i¢in pH 8,5, koyun karacigeri [11] i¢in pH 8,0, Van Goli
(Chalcalburnus tarichi, P-1811) [78] baliginda yapilan ¢alisma da GR optimum pH
8,0, hindi karacigeri [15] 7,5 ve Tek hiicreli bir alg olan (Chlamydomonas
veinhavdtii)’de [14] ise pH 8,2 olarak tespit edilmistir.

GR enziminin farkli sicaklik kosullar1 altinda muhafaza edildiginde degisen
aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in depolanma kararliligi ¢alismamiz sonucunda ilk
sicaklik olan oda sicakliginda bekletilen enzim aktivtesinde ilk 9 saatte hizla azalma
gerceklesmis ve bagil aktivite yaklasik yarisina inmistir. Gegen 50 saatin sonunda ise
enzim i¢in %5 gibi diisiik bir aktivite degeri mevcuttur. Oda sicakliginda bu denli
aktivitedeki diisiis enzimin olduk¢a hassas oldugunu gdstermektedir. Diger bir
yandan ikinci depolanma sicakligimiz olan +4 °C’deki bagil aktivite, ilk 24 saatten
sonra hizla %64’e diismiistiir ve 200 saat sonunda ise enzimin sahip oldugu bagil
aktivitesi %3 gibi diisiik bir deger oldugu tespit edilmistir. Son olarak -20°C’deki

enzim bagil aktivite degerlerine bakildiginda diger iki sicaklik degerine nazaran daha
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diizenli bir azalma goriilmiistiir. 1ki haftanin sonunda bagil aktivite %50’ye kadar
diismiistiir. Alt1 hafta bitiminde ise bagil aktivitenin ¢ogu kaybedilmis ve sadece %5
gibi bir kisim Olc¢llmiistiir. Literatiir incelemelerinde GR enzimi i¢in depolanma
kararlilig1 caligmasina rastlanmamistir. Calismamizdan da anlagilacagi lizere enzimin
sicaklik kosullarina bagli olarak hassas olmasi bu parametrenin siklikla ¢alisilmama

sebebi olabilecegi diisiintilmektedir.

Biberiye bitkisi glutatyon rediiktaz enziminin substratlart olan NADPH ve GSSG
icin Vmaks Ve Km degerleri kinetik ¢aligsmalarla belirlenmistir. Sonugta NADPH i¢in
Km 0,047 mM; Vmaks ise 0,0033 EU/mI bulunurken, GSSG substrati Ky, sonucu 0,029
MM; Vmaks ise 0,0019 EU/mL seklinde tespit edilmistir. Bu iki substrat icerisinden
sonuglara gore GR enziminin en fazla GSSG subsratina ilgisinin oldugu
anlasilmaktadir. Literatiire bakildiginda; Japon Bildircin (Coturnix coturnix
japanica) [6] eritrositlerinde yapilan calismada NADPH substrati i¢in Km V& Vmaks
sonuglar1 sirastyla; 0,047 mM ve 1,45 EU/mL, GSSG substrat1 Km Ve Vmaks sonuglari
ise, 0,025 mM ve 0,092 EU/mL olarak; Koyun karacigerinden GR enzimi [11] i¢in
NADPH ve GSSG Km Ve Vmaks sonuglari sirasiyla; 0,0258, 0,0239 mM ve 0,266,
0,255 EU/mL olarak bulunmustur.

Calismamizda kullanilan metallerin GR enzim aktivite {zerindeki etkileri
incelenmistir. Bu inceleme sonucunda bazi metal iyonlarinin aktiviteyi arttirici ve
azaltict yonde islemeleri derisimlerine baghdir. Tablo 4.2.’ye bakildiginda ortamdaki
metal diizeyi 0,5 Mm iken, metalsiz ortamla kiyaslandiginda Mg?* ve Fe3* metalleri
enzim aktivitesinde artisa sebep olurken, Mn?* ise enzim aktivitesi iizerinde ~%15
kadar bir kayip sergilemistir. Pb?*, Ni%*, Hg?" gibi agir metaller ise inhibisyon etki
gostermislerdir. Artan metal konsantrasyonunda ise Ba?"’de yaklasik %14 gibi bir
aktivite kayb1 gozlense de Mn?* ve AI** metalleri enzim aktivatdriidiir ve enzim bu

metal konsantrasyonunda dayaniklidir.

Literatiir incelendiginde AI®" metalinin tavuk bobregi GR [10] enzimi iizerinde
aktivator etkisinin oldugu bulunmustur. Yine ayn1 calismada Ni?*, Hg?*, Ag*, Zn?* ve

Pb?* gibi metallerin inhibisyon etkilerinin olmasi calisma sonuclarimizi
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desteklemektedir. Japon Bildircin (Coturnix coturnix japonica) karacigerinde [6]
yapilan bir baska ¢alismanin sonucunda ise, Fe?*, Co?*, Cd?*, Fe®*, Pb%*, Zn?" ve AI¥*
gibi agir metal iyonlarinin yliksek oranda inhibe etkileri tespit edilmistir. Soya
tohumu GR [76] enzimi iizerinde ise Mn?" ve Mg?" gibi metallerin diger metallere

oranla ¢cok daha diisiik inhibisyonu gozlenmistir.

GR enzimin katalizledigi reaksiyonun {riinlerinden biri olan GSH’in, enzim
aktivitesi lizerine etkisini incelemek amaciyla Boliim 4.4.7°de anlatildig: gibi aktivite
Olgtimleri yapilarak, Ki degerini belirlemek igin Sekil 4.18’deki grafik ¢izilmistir.
Cizilen bu grafikten Kj degeri ve inhibisyon tiirii belirlendi ve sonug olarak GSH’1n
Kj sabiti 38,03 mM bulunurken, inhibisyon tiirii ise yarismasiz olarak bulunmustur.
Hindi karacigeri [15] kullanilarak yapilan ¢alismada ise GR enziminin tiriinii GSH’1n
inhibisyonu incelenmis ve sonug olarak GSH’1n K; sabiti 29,08+14,9 mM, inhibisyon

tiirdi ise yarigsmasiz olarak bulunmustur.

Sonug olarak glutatyon rediiktaz enzimi ilk kez Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)
bitkisinden TPP yontemi kullanilarak, yontem parametreleri daha kisa zamanda ve
yiikksek verim eldesi i¢in optimize edilerek saflagtirma islemi gergeklestirilmistir.
YOntem parametreleri optimize edilme maksadi ise; hem yontemin gelistirilip yliksek
verim elde etmek hem de GR enzimi i¢in ileride yapilacak bu tarz ¢aligmalara fayda
saglayip literatiire katkili olacagi diisiiniilmiistiir. Biberiye bitkisi iilkemizde de
yetistiriciligil yapilan tibbi, aromatik ve antioksidan gibi 6zelliklere sahip oldugundan

GR enzim kaynag1 seklinde literatiire kazandirilmast amaglanmustir.
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