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ONSOZ
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fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerinin incelendigi pek¢ok calisma yaymlarda yer
almaktadir. Biz bu ¢aligmamizda, adenozin deaminazin fizikokimyasal ve kinetik
Ozelliklerini karakterize etmek, bunun yamisira Taxus baccata ve Persea
americananin invitro olarak enzimin kinetik 6zelliklerinde ne gibi degisiklikler
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SIMGELER VE KISALTMALAR

pL : Mikrolitre
ADA : Adenozin deaminaz
AK : Adenozin kinaz

mL : Mililitre
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1.GIRIS

Piirin katabolizmasinda gorev alan anahtar enzimlerden birisi Adenozin
deaminaz (ADA) (E.C.3.5.44; ADA; Adenozin aminohidrolaz)dir. Enzim
amonyagin ayrilip sirasiyla inozin ve deoksi inozin olusmasi reaksiyonlarini

katalizler(Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

ADA piirin kurtarma yolu enzimi olarak da kabul edilir. Adenozinden iirik
aside kadar olan reaksiyonda ara iirlin olarak a¢iga ¢ikan hipoksantin salvage ara
yola substrat olarak girer (Balis, 1985). Hiicrelerde genetik bilgi DNA molekiilleri
araciligiyla tasinir. RNA  sentezi ve biitin hiicre proteinlerinin biyosentezi
gerceklestirilir. Bilindigi gibi kanser hiicrelerinde DNA turnoveri ve buna bagh
olarak da niikleotidlerin salvage ara yolu normal hiicreye gore ¢ok hizlanmistir. Bu
olay kanser hiicresinin ihtiya¢ duydugu piirin niikleotidlerinin artist ile birliktedir.
Kanserli hiicrelerde metabolik yolda gorev alan enzimlerin aktivitelerindeki
degismeler kanser hiicresinin enzimatik profilini yansitmasi agisindan onemlidir
(Sheid, 1985). Ayrica ADA aktivitesinin immiin sistem hastaliklari, hepatit,
pankreatit, hemolitik anemi gibi degisik hastaliklarda arttigi veya azaldigmna ait
pekcok ¢alisma mevcuttur (Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

Insanlar yiizyillar boyunca binlerce bitkiyi geleneksel tedavi yonteminde
kullanmiglardir  (Eisenhauer, E.A; Vermorken, J.B, 1998). Dolayisiyla gerek
laboratuvar ortaminda gerekse alternatif tipta kullanimi1 sonucunda binlerce bitkinin
bazilarindan elde edilen ekstraktlar yine bazi1 kanserli hiicrelerin olusmasi,
bazilarininda ¢ogalmasini, bazilarinin yayilmasimni engelleyebildigi izlenmistir.
Sonucu olarak da dnleyici ve tedavi edici 6zellikleriyle de kanser tedavisinde uygun
bitkisel ajanlar olusturmuslardir(Arbuck, S.G; Blaylock, B.A, 1995).

Yapilan arastirmalar sonucunda iilkemiz bitki florasinda dokuz binin tizerinde

bitki ¢esidi bulunmaktadir. Yaklasik bin ¢esidinin gerek ilag gerekse seker



endiistrisinde kullanildigi, kozmetik, dis macunu, sabun sanayinde, bir kismininda

baharat olarak tiiketildigi bilinmektedir(Croom, 1995).

Giinlimiizde ¢esitli hastaliklarin teshisi, tiplendirilmesi, prognozlarin takibi ve
tedavilerinde klinik agidan 6nem arzeden enzimlere ait pek ¢ok calisma mevcuttur.
Bu enzimlerden biri olan adenozin deaminazin saflagtirilarak fizikokimyasal ve
kinetik 6zelliklerini gésteren ¢alismalarda yayinlarda yer almaktadir. Yine yayinlarda
enzimin saflastirildiktan sonra, bazi kinetik Ozelliklerini karakterize eden, bazi
kimyasallarin enzim aktivitesi {izerindeki etkilerini inceleyen ¢aligmalarda

mevcuttur.

Literatiirlerde 6zellikle enzimin saflastirildiktan sonra Taxus baccata ve Persea
americananin  enzim aktivitesi TUzerindeki etkilerini inceleyen c¢aligmaya
rastlanmamistir. Biz bu ¢alismamizda kullandigimiz bitkilerdeki bilesenlerin toplam
biyolojik aktivite i¢in 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu yoldan hareketle klinik
acidan Onem arzeden adenozin deaminazin fizikokimyasal ve kinetik Ozelliklerini
karakterize etmek, bunun yani sira Taxus baccata ve Persea americananin invitro
olarak enzimin kinetik G6zelliklerinde ne gibi degisiklikler meydana getireceginin
arastirilmasinin biyokimyasal acidan ¢ok faydali olacagina da inanmaktayiz. Bu tiir

bir calismanin bu amaca yonelik diger ¢alismalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.

1.1.Genel Bilgiler

1.1.1. Adenozin Deaminaz ile ilgili Calismalarin Tarihi Gelisimi

Adenozin deaminaz aktivitesi ilk detayli ¢alisma 1939 yilinda Convay&Cook
tarafindan rat dokusunda yapilmistir. Bunlarin bagirsakta yiiksek konsantrasyonda
bulundugu ve kuvvetli vazodepresand olan adenozinin ona gore rdlatif olarak inaktif

olan inozine ¢evrilmesinde ve diger dokularda varliginda biyosentetik reaksiyonlarda



noétralizasyon i¢in amonyak kaynagi olarak etkili oldugunu ortaya koymuslardir

(Brady, T.g, O'Donovan, C.I, 1965)

Clarke ve arkadaglart 1952 yilinda rat, fare ve Kedi gibi hayvanlarin
dokularindaki deaminazlarin miktarini birbirleriyle karsilastirmali olarak calisarak
adenozine yiiksek duyarlilik gosteren reseptorlerle assosiyasyonda savunma

mekanizmasi gibi bir roliiniin olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Makarewiez&Zydowo vertebranin bobreginde amonyak iireten enzimlerin bir

kismini, Purzyeka 1962°de rat dokusundaki dagilimini ¢aligmislardir.

Stern ve ark. (1952); Jordan ve ark. (1959), Block&Johnson (1954), de piirin
metabolize eden enzimlerle iliskilerini, Solomon (1960); Fisher ve ark.(1962), de
biiylime siiresince degisimini gerek dokuda gerek intraseliiler dagilimda kesfetmek

maksadiyla arastirmiglardir.

ADA aktivitesini rat, quinea-pig, fare, kedi, kdpek ve bazi sigir dokularinda
calisarak optimum pH’sini, izoelektrik noktasini ve bazi elektroforetik davraniglarini
incelemislerdir (T.G.Brady). Ayrica dokulara gore ADA aktivitesini yiiksek ve diisiik
aktiviteli olarak siniflandirmiglardir(Brady & O'Donovan, 1965).

Dana dalagindan N.Pfrogner, ADA’y1 izoelektrik presipitasyon, amonyum

siilfat fraksiyonu ve degisik dolgu maddeleri kullanarak saflagtirmiglardir.

1967-68°1i yillarda degisik hayvanlarin farkli organ ve dokularindan Pang
F.Ma ve J.R.Fisher, ADA’y1 saflastirarak substrat spesifitesi, Vmax, Km, degisik
izoenzimlerinin varligini kesfederek molekiil agirliklari, izoelektrik noktalari v.s. gibi

fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerini tespit etmislerdir (Fisher, 1969).

1969 yilinda yaptiklari ¢aligma ile P.M.Murphy ve arkadaslar1 da sigir

mukozasindan iyon degistirme kromotografisi ile ADA’y1 saflagtirarak degisik



substratlar1 deneyerek onlara ait hiz ve Km degerlerini; degisik effektorlere karsi
(iire,s1caklik,p-merkiiribenzoat)izoenzimlerinin davranislarini incelemislerdir

(Akedo, H; Nishihara, H; Shinkai; K, Komatzu,, 1970).

Degisik kimyasal maddelere karst dana bagirsak mukozasindan saflagtirdiklar
enzimin davranist ve molekiil agirliklart yanisira aminoasit dizisini tayin etmislerdir

(Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

Bitkilerden ve mantarlardan, besin maddelerinde (yumurta aki) enzimle ilgili
cok sayida c¢alismalarda tayin edilerek ileri derecelerde saflastirilmig ve enzimin
reaksiyon mekanizmasi agiklanmstir (Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

1.1.2. Adenozin Deaminazin Bulundugu Yerler

Doku ve organlara gore ADA’nin dagilimi gdsteren pek ¢ok calisma tespit
edilmistir  (Fisher, 1969). Bulunduklar1 dokulara gore dagilimi farklilik
gostermektedir (Adams, A; Harkness, R.A, 1976).

T.G.Brady enzim aktivitesinin farkli hayvan organ ve dokularinda dagilimini
tespit etmistir. Genel olarak hayvanlarin mukoza ve dalaklarinda aktivitenin yiiksek
oldugunu daha onceki ¢alismalarla kiyaslayarak tesbit etmistir (Brady & O'Donovan,
1965).

Ma&Fisher ve Zielke&Suelter degisik organ ve dokularda ADA aktivitesini
tayin etmislerdir (Fisher, 1969).

Diger bir calismaya gore enzim hiicrelerin ekstraseliiler kompartimaninda,
sitoplazmasinda ve diisiik oranda da niikleusunda bulundugunu, iskelet kasi, deri ve
ciltte aktivetenin hi¢ olmadigi veya ¢ok az miktarlarda oldugu da bildirmektedir
(Guisti, 1974).



Timiis, dalak, mide ve eritrositlerde enzimin disik agirlikli formu
(40.000g/mol) daha fazladir. Karaciger, bobrek ve ince bagirsakta enzimin molekiil
agirhig yiiksek olan formu (20.0000g/mol) bulunmaktadir. Ayrica lenfoid de mukoza
dokusu kadar ADA aktivitesine sahiptir (Lal & Fisher, 1987).

Insan dokusunda yaptiklar1 ¢alisma sonucu Martin B.ve ark.’1 ADA’ nin
dokulara gore dagilimmni su sekilde siralamaktadirlar (Wenden Wander & Kelly,
1976).

Cizelge 1. 1. insan dokusundaki ADA dagilim

DOKU SPESIFiK AKTIVITE TOPLAM AKTIVITENIN YUZDESI
(nmol /dak/mg.prot.) LARGE INTERMED SMALL

Duodenum 127 9 0,7 89
Mide 89 2 0,3 96
Pankreas 27
Beyin 27
Lenf Nodu 23
Testisler 13
Kalp Kasi 11
Karaciger 9 59 12 24
Akciger 7 74
Bobrek 6 86
Tiroid 4

1.1.3.Adenozin Deaminazin Katalizledigi Reaksiyonlar

Bir¢ok arastirmaci tarafindan ADA’ nin katalitik 6zellikleri detayli bir sekilde
calisilmistir. Calismalar sonucu enzimin amino, hidroksiamino, kloro ve metoksil
gruplarmin piirin riboniikleozidlerinin 6 nolu atomdan ayrilmasini katalizlemektedir

(Maguire & Sim, 1971).

Adenozin, deoksiadenozin, cordycepin(32deoksiadenozin), 6-kloropiirin
ribozid ve 2,6-diaminopurin ribozid’i P.F.Ma ve J.R.Fisherde deneyerek en iyi

sonucu adenozinden elde etmislerdir.(relatif olarak adenozin i¢in v=1 iken

deoksiadenozin i¢in 0.35-0.70dir) (Fisher, 1969).




Adenozin, adenozin kinaz(AK) ve S-adenozil homosistein hidrolaz(S-AHase)
enzimlerinin de substratidir. Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar sonucu iiriin
olarak, sirasiyla adenozin monofosfat ve S-adenozil homosistein meydana gelir.
Deoksiadenozin ise, deoksiniikleozit kinazinda substratidir. Uriin olarak sirasiyla
deoksiinozin ve deoksiadenozin monofosfat meydana gelir(Centelles, Franco, &
Bozal, 1988).

Enzimlerin hiicrelerdeki 6nem ve rollerini agiklamada bu enzimlerin kinetik
ozelliklerinin incelenmesi bir fikir verebilir (Seemiller, 1985). ilgili reaksiyonlar1 su

sekilde gosterebiliriz.

(5-AHase)
— = 5-Adenozil homaosistein (Km= 1uM)

ADENOZIN (AK) _ Adenozin monofosfat (Km= 2uM)
(ADA) Inozin (Km= 20-50 uM)
Buradan da agik¢a goriilecegi lizere adenozine karsi ilgisi en fazla olan S-
AHase ve AK’dir. Maksimum hizlart (Vmax) incelendiginde ADA’nin Vmax degeri

daha da yiiksektir. Buda ADA’nin adenozini metabolize etme kapasitesinin daha

yiiksek oldugunu gostermektedir(Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

ADA’nin diger substrati deoksiadenozindir. Buda ADA ve deoksiniikleozid

kinazin substratidir.

% Deoksiinozin (Km= 7uM)

DEOKSIADENOZIN ———= (dAK)

—— = Deoksiadenozin monofosfat (Km= 400uM)



Yukaridaki reaksiyonlar incelendiginde ADA’in deoksiadenozine olan ilgisi

adenozine olandan daha fazladir (Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

ADA’1in Km ve Vmax degerleri yapilan ¢aligmalar sonucu saflagtirilan kaynaga
ve organa bagl olarak farkliliklar gostermektedir. Yaptigimiz litaratiir arastirmalari
sonucu ADA’nin ve izoenzimlerinin adenozin substratina karst Km degerinin (0,05-
0,1 M pH 7-7,4 fosfat veya Tris/HCI tamponu kullanilarak)30-400uM arasinda
degistigi ifade edilmektedir (Centelles, Franco, & Bozal, 1987).

ADA’nin aktif merkezinde Zn metali ve onunla valans bagi yapmis histidin,
glutamik asit ve sistein amino asitlerinin oldugu X-isinlari ile yapilan kimyasal

analizler sonucu belirlenmistir (Grosshans & Wolfenden, 1993).

ADA’in ilk defa katalizledigi reaksiyonla ilgili etki mekanizmasi 1971
tarihinde M.Helen Maguire ve ark. tarafindan yapilmistir. Daha sonra bir¢ok ayrintili
caligmalar devam etmis ve reaksiyonun bir ¢evrim seklinde gergeklestigi

anlasilmistir (Grosshans & Wolfenden, 1993).

1.1.4. izoenzimleri ve Molekiil Kiitlesi

P.F.Ma ve J.R.Fisher Sephadex kromatografisi ile tavuk karacigerinden
saflastirdiklar1 enzimin iki ayri formunun bulundugunu tayin etmislerdir. Ilk olarak
ADA’1n izoenzimleri ve molekiil kiitleleri ile ilgili bilgilerden bahsetmektedirler.
Bunlardan molekiil agirligr biiyiik olanina (110.000 mol.wt)large’, kii¢iik olanina
da(30.000 mol.wt) small’ ADA adimi1 vermislerdir (Fisher, 1969). Kurbaga
dokusundan saflastirdiklar1 enzimleri A,B ve C seklinde siiflandirarak molekiil
agirliklarin sirasiyla 180.000, 100.000, 35.000 olarak tespit etmislerdir. B formunun
karacigerde, C formunun ise duedonumda baskin oldugu belirlenmistir. Bu formlar
ADA aktivitesinin sirastyla %7, 68 ve 25’ini teskil etmektedir. Bu calismalarina
baska canli ve dokularda devam ederek yaklasik aymi sonuglar1 elde etmislerdir

(Fisher, 1969).



J.Phelan ve arkadaglar1 sigir intestinal mukozasindan ADA saflastirdiktan
sonra aminoasit dizisini tayin ettikten sonra molekiil kiitlesini sedimentasyon sabiti
metoduyla ortalama 34.500 olarak hesaplamislardir (Phelan, McEvoy, Rooney, &
Brady, 1970).

Saglikli insan akcigeri ve mide dokusundan iki tiir ADA oldugunu Akedo ve
ark’lar1 1970 yilinda tespit etmis ve bunlar biiyiik molekiil agirlikli ve kiigiik molekiil

agirlikl olarak isimlendirmislerdir.

Insan dokusunda ADA’nin farkli molekiil agirliklarini yaklasik 36.000,
114.000 ve 298.000 (sirasiyla small, intermedia ve large) ifade ederek bunlarin
birbirlerine doniisiir oldugunu gostermislerdir (Akedo, H; Nishihara, H; Shinkai; K,
Komatzu,, 1970).

1.1.5. Aktivatorler ve inhibitorler

ADA’nm inhibisyonuyla ilgili olarak piirin niikleozit analoglari, civali organik
bilesikler, Cu, Ag, Cr, gibi agir metallerle birlikte (+1 yiiklii katyonlar) Li, Na, K,
Rb, Cs, NHs ile (+2 yiiklii katyonlar) Mg, Ca ve Ba denenmistir. Bunlardan +1 yiikli
katyonlarin Etanol ve tedavi amaciyla kullanilan bazi sedativ, ankiyalitik, analjezik
ve relaksand ilaglarin da enzimin modiilatorleri oldugu belirtilmektedir (Centelles,
Franco, & Bozal, 1988). Enzimi aktive etmesine ragmen (Ag hari¢)*? vyiiklii

katyonlarin inhibe ettigi belirtilmektedir (Morisaki, Fujii, & Miva, 1985).

Ayrica hem karaciger hem de hizli gelisen hepatoma 3924 A da ADA inozin
tarafindan son iiriin inhibisyonuna ugramaktadir (Jackson & Weber, 1978). Insan
eritrositinden  afinite  kromatografisiyle J.M.Aran ve arkadaslar1 tarafindan
saflagtirdiklar1 ADA’nin piirin ribozid tarafindan tersinir olarak inhibe edildigini ve
bu inhibisyonun inozinin etkisinden daha fazla oldugunu belirtmektedir (Aran,
Canela, & Franco, 1990).



Ayrica aym arastiricilar  Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) (EHNA)’in piirin
ribozitten daha kuvvetli ADA inhibitorii oldugunu belirtmektedir (Aran, Canela, &
Franco, 1990). Insan serumundan elde ettikleri ADA izoenzimlerinden ADA:1 ve
ADAu1+p nin EHNA tarafindan inhibe edilmesine karsilik EHNA ‘nin ADA2 yi
etkilemedigini elektroforetik olarak J.P.J.Ungerer ve arkadaslar1 1992°de

gostermislerdir.

Coformisin, pentostatin ve 2’-kloropentostatin’in de spesifik ADA inhibitorii
oldugu H.Ratech ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir. (Ratech & Hirschorn,
1995).

1.1.6. Klinik Onemi

ADA adenozinin inozine (veya deoksi adenozinin deoksi inozine)
¢evrilmesinde rol oynadigi igin piirin metabolizmasiin anahtar enzimlerindendir.
Adenozin merkezi sinir sisteminde noromodulatér veya ndérohormon olarak kabul

edildigi i¢in bu ¢evrim ¢ok 6nemlidir (Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

ADA’nin  immiinolojik cevabin gelismesinde ve monositlerin  olgun
makrofajlara dontisiimiinde 6nemli fonksiyonlara sahip oldugu disiiniilmektedir

(Holton R. , Kim, C., & al., 1994).

EHNA ile invitro olarak ADA inhibe edildiginde, monositlerin sitotoksitesinin
effektdr gelisiminin engellenmesi (monosit kemotaksisi, makrofajlarin timor
hiicrelerine baglanmasi) metilasyon reaksiyonlarinin engellenmesinden ileri
gelmektedir (Holton R. , Kim, C., & al., 1994).

ADA’nin eksikligiyle iliskili olarak insanlarda kombine immiin sistem
bozukluklar1 gézlenmistir. Bu tip hastalarda hem humoral hemde hiicresel immiinite

defektler ortaya ¢ikmaktadir (Andrian & Hutton, 1983).



ADA ko-formisin, deoksi formisin, eritro-9-adenin ile inhibe edildiginde toksik
niikleotid seviyelerinin arttig1r ve hiicresel toksiteden bu artan toksik niikleotidlerin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Artan bu toksik niikleotidler DNA sentezini

engellemekte ve sitolize sebep olmaktadir (Bontepms & Berghe, 1989).

ADA inhibe edildigi zaman substratlari olan adenozin ve deoksiadenozin
hiicrelerde birikir. Adenozin ve deoksi adenozinden sirasiyla fazla miktarda ATP ve
dATP olusmaktadir. Artan dATP riboniikleotid rediiktazi allosterik olarak inhibe
etmektedir. Riboniikleotid rediiktazin inhibisyonu sonucu deoksiniikleotidlerin
seviyeleri azalir. Deoksiniikleotidler DNA’nin prekiirsorleri olduklarindan DNA
sentezi bozulmakta ve esas olarak lenfositik toksisitede sorumlu tutulmaktadir. Diger
substrati1 olan adenozinin artis1 S-adenozil homosistein hidrolaz enziminin kataliziyle
meydana gelen S-adenozil homosistein (SAH)miktarini1 artirmaktadir. Bu artig S-
adenozil metiyonin tarafindan gergeklestirilen metilasyon reaksiyonlarini inhibe
etmektedir. DNA sentezi i¢inde gerekli olan bu metilasyon reaksiyonlarinin

engellenmesi hiicreler i¢in zararhidir (Rodriguez-Carpena, Morcuende, & al., 2011).

1.1.7. Taxux Baccata Hakkinda Genel Bilgi

Calismada Kullanilan Bitkilerin Sistematigi ve Ozellikleri

Alem :  Plantae
Boliim . Pinopsida
Takim :  Pinales
Familya : Taxaceae
Cins ;. Taxus

Tiir . Taxus baccata

Porsuk(Taxus),Taxus cinsinden porsukgiller(Taxaceae) familyasina ait ibreli

agag tiirlerine verilen isimdir.

Cogunlukla boylu ¢ali veya 20 metreye kadar boylanabilen bir agacdir. Govde

kabugu kirmizims1 kahverengi, yash fertlerde pul ve seritler halinde ayrilir, soyulur.
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Geng siirgiinler yesil, igne yapraklarin {ist yiizii koyu yesil, altta yesil serit belirgin
degildir. Karadeniz Bolgesi’nde (Ozellikle Rize, Sinop, Zonguldak, Karabiik, Diizce,
Bolu, Demirkdy Ormanlarinda), Kaz Daglarinda, Sultan Daglarinda, Akdeniz Kiy1
Ormanlarinda, Amanoslarda rastlanmaktadir. Kire¢cce zengin, rutubetli ve yari

golgeli yerlerde 1yi gelisir. Yavas biiytir. Kiitiik siirgiinii olusturur.

Porsuk agaci yetistirilmesi oldukca giigtiir. Kirmizi1 portakal sarisi1 renklerinin
yaninda yesil renkte olan kendisine has meyveleri genellikle ¢ok tatli olup

meyvelerin igerisinde bulunan g¢ekirdeklerin ¢ikarilmasi halinde yenilebilmektedir.

Porsuk agaci iki evciklidir. Dolayisiyla erkek ve disi organ farkli agaglarda bulunur
(Wani, Taylor, et al, 1971).

Sekil 1. 1. Taxus baccata bitkisi

Kuzeybati pasifikte yetisen Taxus brevifolia Nutt.'min kabuklarindan 1971
yilinda ilk kez disiik miktarda (% 0.02) taxol izole edilmistir(Wani, Taylor, & al,
1971).

Ayrica bu tiirin yaninda diger Taxus tiirlerinin de taksol icerdigi tespit

edilmistir(Croom, 1995).

Taksol taksan diterpen iskeletine (pentametiltrisiklo pentadesen; IUPAC
nomenklatiirii) sahip, toplam 11 stereomerkez tasiyan, sekiz okso grubu ve bir yan
zincir (N-benzoil fenilizoserin) ile dogada nadir bulunmaktadir(Wani, Taylor, & al,
1971).
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Taxus tiirlerinin az bulunmasi, yavas biiylimesi, Ote yandan bu agaglarda
bulunan taksol miktarinin diisiik olmasi nedeniyle ilag hammaddesinde ¢ok

kullanildigi igin yeryliziinde kaynaklar arastirilmaktadir(Croom, 1995).

Diger antimitotik bilesiklerden farkli olarak vinca alkaloitleri, kolsisin
mikrotiibiillerde tiibiilinin polimerizasyonunu arttirarak dayanikli - mikrotiibiil

topluluklar1 olusturarak etki gostermektedir(Horwitz, 1992).

Elde edilmesindeki ve formiilasyonundaki giicliikler nedeniyle bilesigin

klinikte uygulanmasi i¢in ¢aligmalar uzun yillar almistir(Suffness, 1995).

Bugiine kadar HOLTON(Holton R. , Kim, C., & al, 1994),
NICOLAOU(Nicolaou, Dai, & Guy, 1994) ve DANISHEFSKY (Danishefsky,
Masters, Young, & al., 1996) tarafindan {i¢ ayr1 yolla total sentezi

gergeklestirilmistir.

Taxus baccata L.'nin agaca zarar vermeden toplanabilen ve yenilenebilir kismi
olan yapraklarindan yiiksek oranda (% 0.1) elde edilen 10-deasetilbakkatin
I11(Eisenhauer, E.A; Vermorken, J.B, 1998) ve bakkatin Ill'den (Arbuck, S.G;
Blaylock, B.A, 1995) hareketle yarisentez sonucu taksol (Holton, Biediger, &
Boatman, 1995) ve bugiin tedavide kullanilan taxotere (Aggarwal, 2008), (docetaxel)
(Holton, Biediger, & Boatman, 1995) sentezlenmistir.

Son yillara kadar yarisentez sonucu elde edilen taksol ilag hazirlanmasinda
kullanilmistir(Croom, 1995).

Cok yeni olarak Taxus baccata yapraklarindan elde edilen bakkatin III ve 10-
deasetil tiirevinden biyotransformasyon yoluyla elde edilen taksol de ilag

hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Wall, M.E; Wani, M, 1998).
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Taxus tiirlerinden taksol ve diger taksanlar1 bitki hiicre ve doku kiiltiirii
metodlar1 ile iiretmek igin ¢esitli gruplar ¢alismaktadir. Bu yolla taksol iiretimi

saglanmigtir(Drexler, Gaedicke, & Minowada, 1987).

Ayrica Taxus brevifolia'dan elde edilen endofitik bir mantar olan Taxomyces
andreana'nin da taksol ve benzeri taksanlari trettigi belirlenmistir(Wani, Taylor, &

al, 1971).

Daha sonra diger Taxus tiirlerinde de taksol tireten mikroorganizmalarin varlig

belirlenmistir(Strobel, Yang, Sears, & al., 1996).

Taksol (1, Paclitaxel) dogal antikanser bilesiklerden birisidir. Ovaryum, meme ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin tedavisinde kullamlmaktadir. Cesitli
kanserlerin tedavisinde de timit verici goriilmektedir(Arbuck, S.G; Blaylock, B.A, 1995).
Ancak bu iiretim alternatifleri heniiz ticari olarak uygulanabilir degildir. Taksol'iin artan
ihtiyac1 ve tiretiminin biyolojik metotlar iizerine kurulmasi(Cragg, Schepartz, & al.,
1993), taksol biyosentezinin ayrintili agiklanmasini gerektirmistir. Bu nedenle diinyada
bircok grup tarafindan taksoliin biyosentez basamaklari aragtirilmistir. Son yillarda
Taksol'iin biyosentez basamaklar ile ilgili bilgiler, aciklanmayan bazi ara basamaklar

olmakla birlikte belirlenebilmistir(Hezari, M; Croteau, R, 1997).

1.1.8. Persea Americana Hakkinda Genel Bilgi

Calismada Kullanilan Bitkilerin Sistematigi ve Ozellikleri

Alem : Plantae

Boliim : Angiosperms-magnoliids
Takim : Laurales

Familya X Lauraceae

Cins : Persea

Tiir : Persea americana
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Persea cinsi tar¢in ve onemli agag tiirlerini i¢ine alan Lauraceae familyasinin
50 cinsinden biridir (Ozcan, S.; E, Giirel; M, Babaoglu, 1994). Persea americanada 3
botaniksel 1rk vardir. Bunlar; Meksika, Guatemala ve Antil olarak bilinir (Whiley,
1991). Persea alt tiirline ait, Persea americana’nin her bir {iyesi cografik olarak farkli
mikro cevrelere adapte olabilen alt tiirler veya birkag g¢esitten olusan polimorfik

turlerdir.

Sekil 1. 2. Persea americana bitkisi

Avokado (Persea americana), kapali tohumlular simifindandir. Defnegiller

familyasina ait bir agacin meyvesinin adidir.

Avokado agaglart sekil olarak farkliliklar gosteren, 8 ila 20 metreye kadar
biiyiiyebilen herdem yesil agaclardir (Jackson, 1986). Yapragi basit yaprak
formundadir. Yapraklar1 oval ve eliptik sekildedir. Yaprak uzunluklart 7,5-35,5
cm’ye kadardir. Olgunlasmamis yapraklarin rengi agik yesildir. Geng siirgiinler
kirmizinin tonlar1 ve beyazimsi renkte olurlar. Meyve sekli armut (pyriform) veya
oval sekildedir. Meyveler c¢esitli biiyiiklik, sekil, renk ve Ozelliklere sahiptir.
Agirliklar: 200-600gram arasinda degisir (Nakasone & Paul, 1998).

Avokado meyvelerinin etli oldugu yiiksek yag igerdigi (%7-25) bilinmektedir.
(Ozcan, S.; E, Giirel; M, Babaoglu, 1994).

Meyveler klimatrik 6zellik gdstermektedir. Avokado meyveleri aga¢ iizerinde
oldugunda yenmez, agactan koparildiktan sonra klimatrik yiikselme ve solunum

pikinden sonra tam olgunluk meydana gelir (Phan, Pantastico, & al., 1975). Bu
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nedenle tereyagi kivamina kadar yumusayinca tiiketilir. Meyve eti Sari, fistik yesili

ve soluk yesil arasinda degisir, besleyici ve kalincadir.

Avokadonun anavatan1 Orta Meksikadir. Akdeniz iklimine sahip cesitli
bolgelerde, subtropikal iklimde, tropikal iklime sahip boélgelerde de siklikla
yetistirilmektedir. Ulkemizde de Antalya'dan Iskenderun’u igine alan Akdeniz
iklimine sahip genis bir alanda ve Dogu Karadeniz Bolgesinde de

yetistirilmektektedir.

A, D, E vitaminleri ile Fe, P, Mg, S ve Cu elementleri bakimindan zengindir.

Doymamis yag orani yiiksektir (%30) (Yesiloglu, 2006).

Avokado bitkisinin kendine has bir aromas1 olup, bu aroma bitkiyi kapsayan
yagindan kaynaklanmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu bu yagm insan
beslenmesindeki onemi yeni yeni kavranmaktadir. Tek zincirli doymamis oleik asit
yag asidi igerir. Kandaki diisiik yogunluktaki lipoprotein (LDL) seviyesini
diistirmektedir (Pahua-Ramos, Ortiz-Moreno, & et al, 2012).

Yapilan caligmalarda avokado diger besinlerden daha yiiksek seviyede
antioksidan bulundurmaktadir. igerdigi A, B, E vitaminleri ile ¢ozilebilir 1if
bulunmasi nedeniyle kalp sagliginda 6nem teskil ettigi anlagilmaktadir (Ja, DR, & et
al., 2007).

Yine yapilan arastirmalar sonucu avokadonun  kloroform-metanol
ekstraksiyonu sonucu anti diyare etkisinin goriildiigii anlasilmis dolayisiyla ilerleyen
zamanlarda ishale karsi ilaglarda etkili olacagi diisiiniilmektedir (Christian, Parker, &
al., 2004). Ayrica igerisindeki Ozgiin yagi nedeniyle kozmetik endiistrisinde ¢ok
kullanilmaktadir. Ozellikle yiiz ve sa¢ bakim kremleri, sabun ve el losyonlari
bigiminde ¢ok kullanilmaktadir. Fransa ve Italya’da avokado yag fazla
tiketilmektedir (Anonim, 2007). Kolon, 6zafagus kanseri {izerine yapilmis ¢alismalar

mevcuttur (Yesiloglu, 2006).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasal Maddeler

2.1.1 Kullanilan Cihazlar

Sartorius Basic Model Dijital Terazi

Waring Blender

Heidolph DIA 900

Braun Melsungen homojenizator

Heldoph marka magnetik karistiric

Wrilmix marka vortex karistirici

Grant mstruments CB2 502 su banyosu

Shimadzu model UVmini 1240 spektrofotometre

Heraeus marka sepatech spektrofotometre

Braun marka 10-100; 100-250 ve 250-1000ul’lik otomatik pipetler

Plastik ve cam laboratuvar malzemeleri

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma esnasinda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analiz i¢in gereken

biyokimyasal safliktadir.

Amonyum siilfat(NH4)2SOa; Potasyum dihidrojen fosfat KH2POa4; Disodyum
hidrojen fosfat Na2HPO4
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Adenozin

Hipoklorit ise ticari olarak satilanlardan temin edildi ve hipoklorit miktar

titrasyonla belirlendikten sonra uygun seyreltmeler yapilmak suretiyle kullanildi.

Protein standardi olarak sigmadan temin edilen sigir serum albiimini (BSA)

kullanildi.

2.1.3. Caismada Kullanmilan Bitki Tiirleri

Bu c¢aligmada Lauraceac Familyasina ait Persea americana yapraklar: ile
Taxaceae Familyasina ait Taxus baccata dal ve yapraklari kullanilmistir. Persea
americana yapraklari Akdeniz bolgesinden, Taxus baccata dal ve yapraklari ise

Karadeniz bolgesindeki ormanlik alanlardan toplanmustir.

2.2. Metodlar

Calismalar iki safhada gergeklestirilmistir. Birinci safhada kismen izolasyon
islemi yapilarak sigir karacigerinden ADA enzimi izole edildi. Ikinci safhada
adenozin substratinin, degisik effektorlere (Taxus baccata ve Persea americana nin
etkisi arastirilmis) karsi aktivitesi tayin edilerek Michaelis-Menten ve Lineweaver-

burk grafikleri cizilerek kinetik davranislari hakkinda bilgiler elde edildi.

2.2.1. Karacigerin Homojenizasyonu

(Calisma materyali olarak taze kesilen sigir karacigeri alinarak temiz naylon
torbaya konulup etrafi buz-su karisim ile kapli kap icerisinde Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’na getirildi. Karaciger kiigiik dilimler

halinde kesilerek naylon torbalara konuldu. Calisilacagi giin 2 gram alinarak 10 ml
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serum fizyolojik ile 2 dakika yavas 2 dakika hizli devirde waring blender ile

homojenize edilerek ham homojenat 5000 devirde 30 dk santrifiij edildi.

Il.basamak: 1. basamakta elde edilen siipernatanin kloroform/etanol
karisimindan esit miktarlardan alinarak vortekslendi ve 5.000 devirde 15 dakika

santrifiij edilerek siipernatan kismi alindi.

2.2.2. Protein Tayini

Protein  tayini  i¢in  Lowry  tarafindan  tarif edilen  metod

kullanilmustir.(Lowry,O.,Rosenbrough,N.,Farr AL.,Randal RJ,1951)

Miktar tayini standart egri tizerinden hesaplanarak elde edilmistir.

Protein standarti olarak BSA kullanildi. 0,02-0,2mg/ml konsantrasyon
araliginda standartlar kullanilarak standart grafik c¢izildi ve grafigin egiminden

numunelerdeki protein miktar1 hesaplanmustir.

2.2.2.1.Metodun Prensibi

Alkali ortamda bakirin proteinle olusturdugu kompleks, fosfomolibdat
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol) indirgeyerek, koyu mavi renk
olusturur. Olusan mavi renk protein konsantrasyonuyla orantilidir. Bu deneyde
dikkat edilecek nokta Folin reaktifinin alkali ortamda parg¢alanmasi, buna karsin
indirgenme reaksiyonunun alkali ortamda olusmasidir. Bu nedenle Folin reaktifi

deneye ilave edilir edilmez yikilima zaman birakmadan karistirilmalidir.
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2.2.2.2. Kullanilan Reaktiflerin Hazirlanmasi

A reaktifi: 0,509 CuS04.5H20 ve 1g Nassitrat 100ml distile suda ¢oziiliir.

B reaktifi: 20g Na2 CO3 1L 0,1N NaOH i¢inde ¢oziliir.

Creaktifi: 50ml Breaktifinden alinir ve izerine 1ml A reaktifi eklenir.

Dreaktifi: (Folin-Ciocialto-Fenol reaktifi) 500ml’lik bir balona 100g sodyum
tungstat(Na2W04.2H0202), 25g sodyum molibtad(NazMo0O4.2H20),700ml bidistile
su, 50 ml %85’lik fosforik asit ve 100ml derisik HCI ilave edilerek geri sogutucu
altinda 10 saat yavasga 1sitilir. Sogutulduktan 100 g lityum siilfat, 50ml bidistile su
ve 5 damla brom ilave edilir. Bromun fazlasi ugurulur. Bu islem geri sogutucusuz
olarak yapilir. Cozelti 1 It’lik balona aktarilir ve distile suyla 1 litreye tamamlanir.
Cozelti koyu renkli sisede muhafaza edilir. Kullanilabilir sartlarda reaktifin rengi

saridir. Yesil renge doniismesi bozulmay1 gosterir. 1/1 seyreltilerek kullanilir.

2.2.2.3. Deneyin Yapihisi

Protein Tayini i¢in asagidaki deney semasi kullanilmustir.

Cizelge 2. 1. Protein standart egrisinin olusturulmasi i¢in deney semasi

Reaktif(ul) Kor Test
Numune - 10
Distile su 500 490
C Reak. 2.500 2.500
Karistir 10dak. bekle
D Reak. 250 250

Agz1 kapali olarak karistirilir. 30 dk. 25°C bekletilir ve kére karst 700nm.de

numune okunur.
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y =2,4745x

0,6

Absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Protein (mg/ml)

Sekil 2. 1. Protein standart egrisi

A Absorbans

Protein (mg/ml)= -
Hesaplama: Eging

Protein (mg/ml) = (& Absorbans x 0,404) X Diliisyon Faktorii

2.2.3. Adenozin Deaminaz Aktivitesinin Tayini

ADA aktivitesinin tayini i¢in literatiirde degisik metodlar mevcuttur. Biz
calismamizda uygunlugu ve tekrar edilebilirligi agisindan Guisti tarafindan tarif
edilen metodu kullandik.(Guisti,G,1974)

2.2.3.1.Metodun Prensibi

ADA, adenozinden inozin olusumunu katalize eder. Bu reaksiyon sonucunda
aciga ¢ikan amonyak, sodyum hipoklorit ile alkali ortamda fenol ¢ozeltisiyle mavi
renkli indofenol bilesigine ¢evrilir. Bu reaksiyonda sodyum nitropurissiyat katalizor

olarak gorev yaparken olusan amonyak konsantrasyonu indofenol ile orantilidir.
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Adenozin +H.0 —> Inozin +NH3

NHz+OCI-+ 2-OH—> Na(Fe(CN)sNO

2.2.3.2. Kullanilan Reaktiflerin Hazirlanmasi

1-Fosfat Tamponu:(50mM, pH:6,5) 4,73g NaHPO4+.H20 ve 5,629
NaHPO4.12H20 distile su ile ¢6ziildii ve hacim 1.000ml’ye tamamlanir.

2-Adenozin ¢ozeltisi: (21mM  Adenozin, 50mM Fosfat Tamponu
pH:6,5)25ml’lik balon jojeye 140mg adenozin konulup iizerine 15ml fosfat tamponu
ilave edildikten sonra sicak su banyosuna yerlestirilir. Arasira karistirilarak tamamen
¢oOziilinceye kadar sicak su banyosunda bekletilir. Ardindan musluk suyu altinda

sogutulur. pH: 6,5’a ayarlanir ve fosfat tamponu ile 25ml’ye tamamlanir.

3-Amonyum siilfat stok c¢ozeltisi:(15mM) 1,982g anhidr amonyum siilfat,

distile su ile ¢oziilerek hacim 1.000ml’ye tamamlanir.

4- Amonyum siilfat standart cozeltisi:(75uM) 0,5ml Amonyum siilfat stok

¢Ozeltisinden alinip fosfat tamponuyla 100ml’ye ayarlanir.

5-Fenol-Nitroprussiyat cozeltisi: (106mM Fenol, 0,17 mM Na nitroprussiyat)
10g Fenol ve 50mg Na nitroprussiyat 500ml distile suda ¢oziiliir ve hacim

1.000ml’ye tamamlanir.

6-Alkali hipoklorit ¢ozeltisi:(11mM NaOCI, 125 mM NaOH)125ml 1N
NaOH ve 16,4 ml %5 hipoklorit ¢ozeltisi karigtirtlip hacmi  1.000ml’ye
tamamlanir.(Kullanilan hipoklorit ¢ozeltisi yaklasik %5 w/v NaOCI ihtiva
etmektedir) Buradaki klor miktar1 tayin edilerek %S5 klor bulunduran ¢6zelti

hazirlanmis ve bu ¢6zelti kullanilmistir.
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2.2.3.3. Deneyin Yapilisi

ADA aktivitesinin tayini i¢in asagidaki deney semasi uygulanmis ve reaktifler

verilen sira ile ilave edilmistir.

Cizelge 2. 2. ADAaktivite dl¢limii i¢in deney semast

Reaktifler Numune | NumuneKorii Standart | Standart Kor
AdenozinCdzeltisi(ml) 1 1 - -
Ornek(ul) 50 - - -
Standart Cozeltisi - - 50 -
Fosfat Tamponu(ml) - - 1 1
Distile Su(ul) - - 50
Tiipler karistirilip agizlar1 parafilmle kapatilir,37 °C su banyosunda 60dakika inkiibe edilir.
Fenolnitroprusid

Coreltisi (ml) 15 15 15 15
Ornek (ul) - 50 - -
Alkalihipoklorid (ml) 15 15 15 15

Tipler karistirtlip 37 °C su banyosunda 30 dk inkiibe edilir ve 628nm.de distile

suya kars1 okunur.

Biitiin ¢ozeltiler 0-4 °C’de saklanmalidir. 3 ve 5 nolu reaktifler kahverengi
sisede saklanmalidir.5 nolu reaktifin rengi yesil ya da kahverengiye donerse yeniden
hazirlanilmalidir. Absorbans 1.000’in {istiine ¢ikarsa distile su ile 2-5 kez

seyreltilerek deney tekrarlanmalidir.

Hesaplama:

OD (Numune) —OD (Numune Korii)

ADA Aktivitesi= X50=ii/L
OD (standart) — OD (standart Kérii)

Formiildeki x50 degerimiz;
A=axbxC

A=Absorbsiyon

a= Molar absorbsiyon katsayisi
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C=Sogurucunun konsantrasyonu
b=Isinin katettigi yol

axb=k

A=k.C

An=k.Cn (An: Numune absorbsiyonu)
Ast=K.Cst (Ast: Standart absorbsiyon)

C=An/Ast X Cst
Ans AsTX150/60X0,05=50
150=Amonyum siilfat reaksiyonundaki 2mol amonyak miktar1

2.2.4. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan bitkiler Taxus baccata (porsuk agact dali ve yapragi),
Percea americana (avokado yapragi) toplandiktan sonra serin, rutubetsiz bir ortamda
kurutulmustur. Kurutulmus bitkiler ev tipi rondoda o&giitillerek toz haline
getirilmistir. Kurutulan bitkiler tartildi. Avokado yapragi yaklasik 60g. porsuk agaci
100g. oldugu tespit edildi. Agirliklarinin 3 kati metanol eklenerek oda sicakliginda
karanlikta ii¢ giin boyunca bekletilmistir. Ug¢ giin sonunda siiziildii, siiziintii
buharlastirildi, kurutuldu. Tekrar tartim yapildi. Avokado 5,169, porsuk 5g olarak

tespit edildi. Elde edilen ekstratlar kullanilincaya kadar +4° C de muhafaza edilmistir.

Yiizde verimlilik(g/g): Ekstraksiyon sonrasi elde edilen 6ziit  x100

Baslangicta 6l¢iilen kuru bitki miktari

Persea americana % verimlilik: 5,16/60x100=8,6

Taxus baccata % verimlilik: 5/100 x100=5

Metanol Oziitlerinin verimliligi Persea americana i¢in %8,6, Taxus baccata i¢in

% 5 dir.

23



2.2.5. Homojenize EdilenEnzimin Kinetik Ozelliklerinin incelenmesi

2.2.5.1. Farkh Substrat Konsantrasyonlarinin Adenozin Deaminaz Aktivitesi

Uzerine Etkisi

Yaptigimiz deneyin bu kademesinde 21mM’lik stok adenozin c¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok standart ¢6zeltiden 0,42 (1no’lu tiip); 0,21 (2 no’lu tiip); 0,10 (3
no’lu tiip); 0,04 (4 no’lu tip); 0,02 (5 no’lu tiip); 0,002 (6 no’lu tiip) mMM’lik

¢ozeltiler hazirlanarak ADA enzimi aktivitesi iizerine etkisi arastirildi (Cizelge 2.3)

Cizelge 2. 3. Farkli konsantrasyonlarda L-Adenozin i¢in deney semast

Tiip No 1 2 3 4 5 6

Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karistirilip, 37 “Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.

FNP(mI) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
Alk.Hip(ml). 15 15 1,5 15 15 15
Tipler 37 °Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nm.de kdre karsi okunur.

2.2.6. ADA Aktivite UzerineTaxus baccata Kuru Ham Ekstraktimin EtKisi

Karaciger Siipernatan1 30 dakika Cizelge 2.4 de gosterildigi sekilde Taxus
baccata kuru ham ekstrakti ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Bu ¢alisma igin 2g Taxus

baccata 2 mL suda ¢oziilerek %100’lik ¢6zeltisi hazirlandi.

Cizelge 2. 4. 30 dk bekletilmis %50’lik -Taxus baccata kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi
Tiip Numune
Siipernatan 1,0ml
Taxus baccata ekstrat 1,0ml
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Bu deneyde hazirlanan Taxus baccata kuru ham ekstrakti Cizelge 2.5. daki deney

semasina gore ADA enzim aktivitesi tayin edildi.

Taxus baccata i¢cin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip Km

degeri hesaplandi.

Cizelge 2. 5. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi i¢in deney

semast
Tiip No 1 2 3 4 5 6
Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karigtirilip, 37 °Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.
FNP(ml) 1,5 15 15 15 15 15
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
Alk.Hip.(ml) 15 15 15 15 15 15
Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nmde kore karsi okunur.

Karaciger 120 dakika Cizelge 2.6 da gosterildigi sekilde Taxus baccata kuru

ham ekstrakti ile inkiibe edildi.

Cizelge 2. 6. 120 dk bekletilmis %50’lik Taxus baccata kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi
Tip Numune
Siipernatan 1,0ml
Taxus baccata ekstrakt 1,0 ml

Bu deneyde hazirlanan Taxus baccata kuru ham ekstrakti Cizelge 2. 7. deki

deney semasina gore ADA enzim aktivitesi tayin edildi.

Taxus baccata i¢in Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip

Km degeri hesaplandi.
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Cizelge 2. 7. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi i¢in deney

semast

Tiip No 1 2 3 4 5 6
Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karigtirilip, 37 °Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.

FNP(ml) 15 15 15 15 15 15
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
Alk.Hip.(ml) 15 1,5 1,5 15 15 15

Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nmde kore kars1 okunur.

Karaciger Siipernatan1 30 dakika Cizelge 2.8 de gosterildigi sekilde Taxus

baccata kuru ham ekstrakti ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Bu calisma i¢in % 10’luk

¢ozelti Cizelge 2.4 te hazirlanan %50°1ik ¢ozelti 2.5 kat seyreltilerek yeterli miktarda

%20 lik ¢ozelti hazirlanmig ve enzim ekstrakt: ile 1:1 oraninda karistirildiginda %

10’luk ¢6zelti elde edilmistir.

Cizelge 2. 8. 30 dk bekletilmis %10’luk -Taxus baccata kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi
Tiip Numune
Siipernatan 1,0ml
Taxus baccata ekstrakt 1,0 ml

Bu deneyde hazirlanan Taxus baccatakuru ham ekstrakti Cizelge 2. 9. daki deney

semasina gore ADA enzim aktivitesi tayin edildi.

Taxus baccata i¢in Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip

Km degeri hesaplandi.
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Cizelge 2. 9. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi i¢in deney

semast
Tiip No 1 2 3 4 5 6
Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karstirilip, 37 *Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.
FNP(mI) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
Alk.Hip.(ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nmde kore kars1 okunur.

Karaciger 120 dakika Cizelge 2.10 da gosterildigi sekilde Taxus baccata

ekstrakti ile inkube edildi.

Cizelge 2. 10.120dk bekletilmis %10°luk Taxus baccata kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi
Tiip Numune
Siipernatan 1,0ml
Taxus baccata ekstrakt 1,0ml

Bu deneyde hazirlanan Taxus baccata kuru ham ekstrakti Cizelge 2. 11. deki

deney semasina gore ADA enzim aktivitesi tayin edildi.

Taxus baccata i¢in Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip Km

degeri hesaplandi.

Cizelge 2. 11. Taxus baccatakuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi igin

deney semast

Tiip No 1 2 3 4 5 6
Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karigtirilip, 37 °Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.

FNP(mI) 15 15 1,5 15 15 15
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
Alk.Hip.(ml) 15 15 1,5 1,5 15 1,5
Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nm.de kore kars1 okunur.

27




2.2.7. ADA Aktivite Uzerine Persea americana Kuru Ham Ekstraktinin Etkisi

Karaciger Siipernatam1 30 dakika Cizelge 2.12 de gosterildigi sekilde Persea

americana ekstrakti ham ekstrakti ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Bu ¢aligma igin 2g

Persea americana 2 mL suda ¢oziilerek %100°lik ¢ozeltisi hazirlandu.

Cizelge 2. 12. 30 dk bekletilmis %50’lik Persea americana kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi
Tiip Numune
Stipernatan 1,0ml
Persea americana ekstrakti 1,0ml

Bu deneyde hazirlanan Persea americana kuru ham ekstrakti Cizelge 2. 13. deki

deney semasina gére ADA enzim aktivitesi tayin edildi.

Persea americana i¢in Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip

Km degeri hesaplandi.

Cizelge 2. 13. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi igin

deney semast

Tiip No 1 2 3 4 5 6
Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karigtirilip, 37 °Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.

FNP(mI) 1,5 1,5 1,5 1,5 15 15
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
AlK.Hip.(ml) 15 1,5 1,5 15 15 15
Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nm.de kore karsi okunur.

Karaciger 120 dakika Cizelge 2.14 de gosterildigi sekilde Persea americana

ekstrakti ile inkiibe edildi.

28




Cizelge 2. 14.120 dk bekletilmis %50’lik Persea americana kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi
Tiip Numune
Siipernatan 1,0ml
Persea americana ekstrakt 1,0ml

Bu deneyde hazirlanan Taxus baccata kuru ham ekstrakti Cizelge 2.15. deki

deney semasina gére ADA enzim aktivitesi tayin edildi.

Taxus baccata i¢in Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip

Km degeri hesaplandi.

Cizelge 2. 15. Persea americanakuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi igin
deney semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6
Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)pl 50 50 50 50 50 50
Karistirilip, 37 °Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.

FNP(mI) 15 15 15 1,5 15 15
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
Alk.Hip.(ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 15 15
Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nm.de kdre karst okunur.

Karaciger Siipernatani 30 dakika Cizelge 2.16 da gosterildigi sekilde Persea
americana kuru ham ekstrakti ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Bu ¢alisma i¢in % 10’luk
cozelti Cizelge 2-12 te hazirlanan %50’lik ¢ozelti 2.5 kat seyreltilerek yeterli
miktarda %20 lik c¢ozelti hazirlanmig ve enzim ekstraktt ile 1:1 oraninda

kanistirildiginda % 10°luk ¢ozelti elde edilmistir.
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Cizelge 2. 16. 30dk bekletilmis %10’luk Persea americana kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi
Tiip Numune
Siipernatan 1,0ml
Persea americana ekstrakt 1,0ml

Bu deneyde hazirlanan Persea americana kuru ham ekstrakti Cizelge 2.17. deki

deney semasina gére ADAenzim aktivitesi 6l¢iildii.

Persea americana i¢in Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip

Km degeri hesaplandi

Cizelge 2. 17. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi igin

deney semasi

Tiip No 1 2 B 4 5 6

Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karisgtirilip, 37 °Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.

FNP(mI) 15 15 1,5 1,5 1,5 15
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
AlK.Hip.(ml) 15 15 1,5 1,5 1,5 15
Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nm.de kore karst okunur.

Karaciger 120 dakika Cizelge 2.18’de gosterildigi sekilde Persea americana

ekstrakti ile inkibe edildi.
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Cizelge 2. 18. 120 dk bekletilmis %10’luk Persea americana kuru ham ekstraktinin

hazirlanmasi

Tiip Numune
Siipernatan 1,0ml
Persea americana ekstrakt 1,0ml

Bu deneyde hazirlanan Persea americana kuru ham ekstrakti Cizelge 2. 19.

daki deney semasina gére ADA enzim aktivitesi 6l¢tilddi.

Persea americana i¢in Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilip

Km degeri hesaplandi.

Cizelge 2. 19. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA aktivitesine etkisi igin

deney semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6

Adenozin(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Enz.Ext(N)ul 50 50 50 50 50 50
Karistirilip, 37 °Cde su banyosunda 60 dk. inkiibe edilir.

FNP(mlI) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Enz.Ext.(K)ul 50 50 50 50 50 50
AlK.Hip.(ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Tiipler 37 “Cde 30dk inkiibe edilir. 628 nm.de kore kars1 okunur.
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3. BULGULAR

3.1. Homojenize Edilen Enzimin Kinetik Ozelliklerine Ait Sonuclar

3.1.1. Degisen Adenozin Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesine Tesiri

2.Boliimde agiklandigi sekilde farkli konsantrasyonlarda L-Adenozin
¢ozeltilerine ait deney sonuglari Cizelge 3.1°de sunulmaktadir. Bu degerlerden
yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk grafikleri ¢izildi. Bu verilere
gore cizilen Michaelis-Menten Sekil 3.1’de ve Lineweaver-Burk Sekil 3.2°de

goriilmektedir.

Cizelge 3. 1. Degisen L-Adenozin Konsantrasyonunun Enzim Aktivite Tesirine Ait
Deney Sonuglari

Tiip No Adenozin ( mM) ?ijfr']:'gkpar‘gt';'s us] | wv
1 0,42 8,37 240 | 0,10
2 0,20 8.15 480 | 012
3 0,10 6,55 10 | 015
4 0,04 371 25 | 027
5 0,02 1.82 50 | 054
6 0.002 0,36 500 | 2,74
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Sekil 3. 1. Degisen L-Adenozin konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisi
(Michaelis-Menten grafigi)
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Sekil 3. 2. Degisen L-Adenozin konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver-Burk grafigi)
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3.1.2.Taxus baccata Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesine Tesiri

Ikinci boliimde anlatildign sekilde farkli Taxus baccata konsantrasyonunun

enzim aktivitesi {izerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.2

sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk

grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore c¢izilen Michaelis-Menten Sekil 3.3’de ve

Lineweaver-Burk Sekil 3.4’de goriilmektedir.

Cizelge 3. 2. %50-30 dk bekletilmis Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA
enzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglar1

. Spesifik aktivite
Tiip no (mM) (IU/mg protein) 1/[S] v
1 0,42 5,31 2,40 0,17
2 0,20 5,23 4,80 0,19
3 0,10 3,92 10 0,26
4 0,04 2,03 25 0,49
5 0,02 1,01 50 0,96
6 0,002 0,10 500 9,74
Taxus baccata %50 30dk
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Sekil 3. 3. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi

(Michaelis-Menten grafigi)
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Sekil 3.4. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver-Burk grafigi)

Ikinci boliimde anlatildig1 sekilde farkli Taxus baccata konsantrasyonunun
enzim aktivitesi {lizerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.3°de
sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk
grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore c¢izilen Michaelis-Menten Sekil 3.5’de ve

Lineweaver-Burk Sekil 3.6’de goriilmektedir.

Cizelge 3. 3. %10-30dk bekletilmis Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA
enzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglari

Tiip no (mM) ?Ifﬁfggkparﬁtt'g’l's 1/[S] T,
1 0,42 6,62 2.40 0.13
2 0.20 6.18 4,80 0.15
3 0.10 4.28 10 0.23
4 0,04 217 25 0.45
5 0.02 1,08 50 0.01
6 0,002 0.12 500 8.32
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Sekil 3.5. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Michaelis-Menten grafigi)
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Sekil 3. 6. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver-Burk grafigi)

Ikinci boéliimde anlatildii sekilde farkli Taxus baccata konsantrasyonunun
enzim aktivitesi ilizerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.4’de

sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk
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grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore cizilen Michaelis-Menten Sekil 3.7°de ve

Lineweaver-Burk Sekil 3.8’de goriilmektedir.

Cizelge 3. 4. %50-120dk bekletilmis Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA

enzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglar1

. Spesifik aktivite
Tiip no (mM) (IU/mg protein) 1/[S] AV
1 0,42 7,20 2,40 0,13
2 0,20 6,40 4,80 0,15
3 0,10 450 10 0,21
4 0,04 2,69 25 0,37
5 0,02 1,74 50 0,56
6 0,002 0,50 500 1,97
Taxus baccata %50 120dk
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Sekil 3.7. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi

(Michaelis-Menten grafigi)
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Sekil 3. 8. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi

(Lineweaver-Burk grafigi)

Ikinci boliimde anlatildigi sekilde farkli Taxus baccata konsantrasyonunun

enzim aktivitesi lizerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.5°de

sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk

grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore cizilen Michaelis-Menten Sekil 9°de ve

Lineweaver-Burk Sekil 10°de goriilmektedir.

Cizelge 3. 5. %10-120dk bekletilmis Taxus baccata kuru ham ekstraktinin

ADAenzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglari

Tiip no (mM) %Fﬁ/sgékparttt'g’l';? 1/[S] T,
1 0,42 211 2.40 0.46
2 0.20 2,03 4,80 0.48
3 0,10 159 10 0,61
4 0,04 116 25 0.85
5 0,02 0.86 50 115
6 0,002 0,42 500 232
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Sekil 3. 9. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Michaelis-Menten grafigi)
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Sekil 3.10. Taxus baccata kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver-Burk grafigi)
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3.1.3. Persea americana Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesine Tesiri

Ikinci boliimde anlatildig1 sekilde farkli Persea americana konsantrasyonunun
enzim aktivitesi ilizerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.6’de
sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk
grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore ¢izilen Michaelis-Menten Sekil 3.11°de ve

Lineweaver-Burk Sekil 3.12°de goériilmektedir.

Cizelge 3. 6. %50-30dk bekletilmis Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA
enzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglar1

. Spesifik aktivite
Tiip no (mM) (1U/mg protein) 1/[S] v
1 0,42 0,86 2,40 1,09
2 0,20 0,72 4,80 1,37
3 0,10 0,58 10 1,78
4 0,04 0,50 25 1,92
5 0,02 0,36 50 2,74
6 0,002 0,06 500 14,69
Persea americana %50 30 dk
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Sekil 3. 11. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Michaelis-Menten grafigi)
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Sekil 3. 12. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver-Burk grafigi)

Ikinci boliimde anlatildig1 sekilde farkli Persea americana konsantrasyonunun
enzim aktivitesi lizerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.7°de
sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk
grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore ¢izilen Michaelis-Menten Sekill3’de ve

Lineweaver-Burk Sekil 14’de goriilmektedir.

Cizelge 3. 7. %10-30dk bekletilmis Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA
enzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglari

Tiip no (mM) ?{’J’fg;“pﬁ'ﬁt‘;ﬁ;’ 1/[S] W
1 0.42 8.44 2.40 0.10
2 0,20 77 4,80 0.12
3 0.10 6.25 10 0.15
4 0,04 443 25 0.21
5 0,02 3.27 50 0.30
6 0,002 1,08 500 0.91
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Sekil 3. 13. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Michaelis Menten grafigi)
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Sekil 3. 14. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver Burk grafigi)

Ikinci béliimde anlatildig: sekilde farkli Persea americana konsantrasyonunun
enzim aktivitesi tlizerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.8’de
sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk
grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore ¢izilen Michaelis-Menten Sekil 15’de ve

Lineweaver-Burk Sekil 16’de goriilmektedir.
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Cizelge 3. 8. %50-120dk bekletilmisPersea americana kuru ham ekstraktinin
ADAenzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglari

. Spesifik aktivite
Tiip no (mM) (IU/mg protein) 1/[S] v
1 0,42 4,80 2,40 0,20
2 0,20 4,65 4,80 0,21
3 0,10 3,70 10 0,27
4 0,04 2,61 25 0,37
5 0,02 1,83 50 0,53
6 0,002 0,72 500 1,37
Persea americana %50 120dk
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Sekil 3. 15. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Michaelis Menten grafigi)
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Sekil 3. 16. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver Burk grafigi)

Ikinci boliimde anlatildig1 sekilde farkli Persea americana konsantrasyonunun
enzim aktivitesi lizerine tesiri incelendi. Deneye ait sonuglar Cizelge 3.9’de
sunulmaktadir. Bu degerlerden yararlanarak Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk
grafikleri ¢izildi. Bu verilere gore cizilen Michaelis-Menten Sekil 17’de ve
Lineweaver-Burk Sekil 18’de goriilmektedir.

Cizelge 3. 9. %10-120dk bekletilmigsPersea americana kuru ham ekstraktinin
ADAenzim aktivitesi lizerine ait deney sonuglari

Tiip no (mM) ?ﬁfg;kpi‘;tt'g’l';‘; 1/[S] T,
1 0.42 1,67 2.40 0,54
2 0.20 1,45 4,80 0,68
3 0.10 137 10 0,68
4 0,04 0,94 25 0,96
5 0,02 0.72 50 137
6 0,002 0.21 500 4,75
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Sekil 3. 17. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Michaelis Menten grafigi)
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Sekil 3. 18. Persea americana kuru ham ekstraktinin ADA enzim aktivitesine etkisi
(Lineweaver Burk grafigi)
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Sekil 3. 19. %50 Taxus baccata kuru ham ekstraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi(Michaelis Menten grafigi)
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Sekil 3. 20. %50 Taxus baccata kuru ham ektraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi(Lineweaver-Burk grafigi)

%50 Taxus baccata katkili numunede substrat konsantrasyonunun 30-120dklik

aktivite degerlerinin degisimi Sekil 3.19 de gosterilmektedir.
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%50 30dk bekletilmis Taxus baccata katkili numunede Vmax degeri 5,31, Sekil
3.3 de Vmax2=2,65 olmak {izere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0,06mM olarak

okunmustur.

%50 120dk bekletilmis Taxus baccata katkili numunede Vmax degeri 7,20, Sekil
3.7 de Vmax2=3,60 olmak {izere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0,08mM olarak

okunmustur.

Sekil 3.19 da Michaelis Menten grafiginde goriildiigii gibi ADA enziminin
Vmax degerini Taxus baccata diistirmektedir. %50-30dk Taxus baccata katkili

numunede Kmdegeri de degismemektedir.

9650 Taxus baccata ekstraktinin 30 dklik bekleme suresince enzim aktivitesine

etkisi incelendiginde Nonkompetetif inhibisyon tiirii olusturdugunu gostermektedir.

Taxus baccata %10
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Sekil 3. 21. %10 Taxus baccata kuru ham ekstraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi (Michaelis Menten grafigi)
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Sekil 3. 22. %10 Taxus baccata kuru ham ekstraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi (Lineweaver-Burk grafigi)

%10 30dk bekletilmis Taxus baccata katkili numunede Vmax degeri 6,62 Sekil
3.5 de Vmax2=3,31 olmak iizere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0,07mM olarak

okunmustur.

%10 120dk bekletilmis Taxus baccata katkili numunede Vmax degeri 2,11 Sekil
3.9 de Vmax2=1,05 olmak iizere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0,06mM olarak

okunmustur.

Sekil 3.21 de Michaelis Menten grafiginde goriildiigii gibi ADA enziminin
Vmax degerini 30-120dklik katkili Taxus baccata diigiirmektedir.%10 30dklik Taxus
baccata katkili numunede Km degeri yiikselmekte, %10 120dklik Taxus baccata

katkilt numunede Km degeri degismemektedir.

%10 Taxus baccata ekstraktinin 120 dklik bekleme suresince enzim
aktivitesine etkisi incelendiginde Nonkompetetif inhibisyon tiirii olusturdugunu

gostermektedir.
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Sekil 3. 23. %50 Persea americana kuru ham ekstraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi(Michaelis Menten grafigi)
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Sekil 3. 24. %50 Persea americana kuru ham ekstraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi(Lineweaver-Burk grafigi)

%50 Persea americana katkili numunede substrat konsantrasyonun 30 ve 120

dklik aktivite degerlerinin degisimi Sekil 3.23 de gosterilmektedir.
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%50 30dk bekletilmis Persea americana katkili numunede Vmax degeri 0,86,
Sekil 3.11 de Vmax/2=0,43 olmak lizere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0,07mM

olarak okunmustur.

%50 120dk bekletilmisPersea americana katkili numunede Vmax degeri 4,80,
Sekil 3.15 deVmax/2=2,40 olmak iizere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0,06mM

olarak okunmustur.

Sekil 3.23 da Michaelis Menten grafiginde goriildiigii gibi ADA enziminin
Vmax degerini, %50-30dk bekletilmis Persea americana diisiirmektedir. %50-120dk

Persea americana katkili numunede Km degeri de degismemektedir.

Yine %50- 30 dklik bekletilme siire ile inhibisyon goriilmemektedir. %50 -
120dklik bekletilme siiresince olusturdugu inhibisyonun Nonkompetetif tabiath

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3. 25. %10 Persea americana kuru ham ekstraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi (Michaelis Menten grafigi)
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Sekil 3. 26. %10 Persea americana kuru ham ekstraktinin farkli zamanlarda enzim
aktivitesine etkisi (Lineweaver-Burk grafigi)

%10 Persea americana katkili numunede substrat konsantrasyonun 30-120

dklik aktivite degerlerinin degisimi Sekil 3.25 de gosterilmektedir.

%10 30dk Persea americana katkili numunede Vmax degeri 8,44, Sekil 3.13de
Vmax/2=4,22 olmak iizere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0.06mM olarak

okunmustur.

%10 120dk Persea americana katkili numunede Vmax degeri 1,67, Sekil 3.17 de
Vmax/2=0,83 olmak iizere Vmax degerine karsilik gelen Km= 0,06mM olarak

okunmustur.

Sekil 3.25 de Michaelis Menten grafiginde goriildiigii gibi ADA enziminin
Vmax degerini %10-120dklik katkili Percea americana diisiirmektedir.%10-30 ile

120dklik Persea americana katkili numunede Km degeride degismemektedir.
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Yine 30 dklik bekletilme siire ile inhibisyon goériilmemektedir. 120dklik siirede
de inhibisyonun goriilmektedir. Bu durum %210-120dklik Persea americana

olusturdugu inhibisyonun Nonkompetetif tabiatl oldugunu gostermektedir.
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4-TARTISMA

Piirin katabolizmasinda goérev alan insan ve hayvan dokularinda bulunan
enzimlerden biri Adenozin deaminazdir(ADA) (E.C.3.5.4.4; ADA; Adenozin
aminohidrolaz). ADA nin kinetik Ozellikleri, metabolizmasi ve kinetik anlami
acisindan cesitli arastirmacilar tarafindan detayli olarak incelenmis bir enzimdir

(Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

Yapilan ¢aligmalarda degisik dokularda ADA aktivitesinin farklilik gosterdigi
bulunmustur. Doku ve organlara gore farklilik gosteren pek ¢ok caligma tespit
edilmistir (Fisher, 1969). Kurbaga dokusundan saflagtirdiklar1 enzimleri A, B ve C
seklinde siniflandirarak molekiil agirliklarin1 sirasiyla 180.000, 100.000, 35.000
olarak tespit edip ADA aktivitesi sirasiyla %7, 68 ve 25’ini teskil ettigi sonuglari
elde etmislerdir (Fisher, Multiple Adenosine Deaminases In The Frog, 1968). Sigir
intestinal mukozasindan ADA saflastirdiktan sonra aminoasit dizisini tayin ettikten
sonra molekiil kiitlesini sedimantasyon sabiti metoduyla ortamala 34.500 olarak
hesaplamiglardir (Phelan, McEvoy, Rooney, & Brady, 1970).Saglikli insan akcigeri
ve mide dokusundan iki tir ADA oldugu tespit etmis ve bunlara biiyiilk molekiil
agirlikli ve kiigiik molekiil agirlikli olarak isimlendirmislerdir (Akedo, H; Nishihara,
H; Shinkai; K, Komatzu, 1970).ADA’nin insan dokusunda farkli molekiil
agirliklarimi yaklagik 36.000, 114.000 ve 298.000 (sirasiyla small, intermedia ve
large) ifade ederek bunlarin birbirlerine doniisiir oldugunu gostermislerdir.
Literatiirden de anlasilacagi lizere enzim aktivitesi alinan numunenin cesitliligine

gore degiskenlik gosterir.

ADA aktivitelerindeki degismeler kanser hiicresinin enzimatik profilini
yansitmast agisindan onemlidir (Sheid, 1985). Ayrica ADA aktivitesinin immiin
sistem hastaliklari, hepatit, pankreatit, hemolitik anemi gibi degisik hastaliklarda
arttig1 veya azaldiginin gosterilmesi aktivitenin test edilmesi acisindan onemlidir

(Centelles, Franco, & Bozal, 1988).
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Bir¢ok arastirmaci tarafindan ADA’ nin katalitik 6zellikleri detayl bir sekilde
calistlmistir (Maguire & Sim, 1971). ADA’nin adenozini metabolize etme
kapasitesinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Centelles, Franco, & Bozal,
1988). Km ve Vmax degerleri yapilan ¢aligmalar sonucu saflastirilan kaynaga ve
organa bagli olarak farkliliklar gostermektedir. ADA’nin ve izoenzimlerinin
adenozin substratina karst Km degerinin (0.05-0.1 M Ph 7-7.4 fosfat veya Tris/HCI
tamponu kullanilarak) 30-400uM arasinda degistigi ifade edilmektedir (Centelles,
Franco, & Bozal, 1987). ADA’nin inhibisyonuyla ilgili olarak piirin niikleozit
analoglari, civali organik bilesikler, Cu, Ag, Cr, gibi agir metallerle birlikte +1 yiiklii
Li, Na, K, Rb, Cs, NH4 gibi katyonlar ile Mg, Ca ve Ba gibi +2 yiiklii katyonlar
denenmistir. +2 yikli katyonlarin inhibe ettigi belirtilmektedir (Centelles, Franco, &
Bozal, 1988).

Coformisin, pentostatin ve 2’-kloropentostatin’in de spesifik ADA inhibitorii

oldugu ¢alismalarda elde etmislerdir (Ratech & Hirschorn, 1995).

Enzimlerin hiicrelerdeki énem ve rollerini agiklamada bu enzimlerin kinetik
ozelliklerinin incelenmesi bir fikir verebilir (Rodriguez-Carpena, Morcuende, & al.,
2011).

Buradan da agikca goriilecegi lizere adenozine karsi ilgisi en fazla olan S-
AHase ve AK’dir. Maksimum hizlar1 (Vmax) incelendiginde ADA’nin Vmax degeri
yiiksektir. Buda ADA’nin adenozini metabolize etme kapasitesinin daha yiiksek
oldugunu gostermektedir (Centelles, Franco, & Bozal, 1988).

Farkli dokularda saflastirilma islemleri yapilarak izoenzimleri ve molekiil

kiitleleri hakkinda detayli pek ¢ok sonug elde edilmistir (Fisher, 1968)

Bu calismada ADA’1 kismen saflastirdiktan sonra, adenozin substratini
kullanarak kinetik ¢aligsmalar yaptik. Saflastirilan enzim iizerinde oOnce farkl

konsantrasyonlarda adenozin ¢ozeltileri hazirlayarak genis bir aralikta aktivite tayin
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ederek en uygun konsantrasyon araligini belirledik. Daha sonra bu aralikta farkli
konsantrasyonlarda adenozin ¢ozeltileri hazirlayip aktivite tayini yaparak Michealis
Menten ve Lineweaver Burk grafiklerini ¢izdik. Bu grafiklerden faydalanarak sigir

karaciger ADA’sina ait Km Ve Vmax degerlerini tespit ettik.

Calismamizda 1361U/mg protein iceren karaciger homojenat1 kullandik. ADA
aktivitesini 154,51U/L olarak tespit ettik. Vmax degeri spesifik aktivite olarak 8,32
IU/mg protein, Km=0,06mM olarak bulduk.

Bircok bitki yiizyillar boyunca geleneksel tedavide kullanilmistir. Bunlarin
koruyucu ve tedavi edici ozelliklerinin de belirlenmesi amaciyla birgok calisma
yapilmis olup bu bitkilerden elde edilen ekstraktlardan ideal bitki ajanlar
olusturulmaya calisilmis. Buda hastalik tedavisinde Onemli olacagi diisiincesini

yaymistir.

Bazi anahtar enzimlerin hastaliklarin metabolizmasinda etkilerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Biz bu ¢alismamizda ADA {izerinde arastirma yapmayi planladik. Bu
enzimin inhibisyonun &zellikle kanser tadevisinde de 6nemli rol oynadigini gosteren

pekeok calisma yapilmistir.

Calismamizda kullandigimiz Taxus baccata bitkisindeki taksol dogal
antikanser bilesik olarak bilinmektedir. Meme,ovaryum, ile akciger kanser tedavisi
ile mesane, boyun, bas, gastrointestinal sistem gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde de
timit verici gortiilmektedir(Arbuck, S.G; Blaylock, B.A, 1995).

Yine ¢alismamizda kullandigimiz Persea americana bitkisi A, B, E vitaminleri
ile lif icerigi bakimindan kalbi korumada, kanser hiicrelerinin biiylimesinin
engellenmesinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarda gostermistir.Taxus baccata ve
Persea americana ekstraktlarinin ile onlarin igerdigi bilesenlerinin varolabilecek

etkilerini incelemek bu tiir bitkilerin ve sahip olduklari inhibisyon potansiyeli ile
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ADA eksikligi ile karakterize olan bilesikler i¢in immun yetmezlik durumunuda

anlamamiza yardimci olmasi agisindan bu ¢alismay1 yaptik.

Yapmis oldugumuz ¢alismamizin deneysel sonuclarina baktigimizda ekstraksiz
sartlarda elde edilen V max degerinin spesifik aktivite olarak 8,32 1U/mg protein, Km
degerinin ise 0,06mM oldugu tespit edilmistir.

%10-30dk bekletilmis Taxus baccata ekstraktli elde edilen V max hiz degerinin
6,621U/mg protein, %10-120dk bekletilmis Taxus baccata ekstraktli elde edilen Vmax
hiz degerinin 2,111U/mg protein, %50-30dk Taxus baccata ekstraktl elde edilen hiz
degerinin Vmax 5,311U/mg protein, %50-120dk Taxus baccata ekstraktli Vmax hiz
degerinin 7,20IU/mg protein oldugu tespit edilmistir. %50-30dk ile %210-120dk
bekletilmis Taxus baccata ekstrati ADA enzimini Nonkompetetif tarzda inhibe
etmektedir. Bu inhibisyon tiiriiyle de substrata yapisal benzerlik gdstermez, ayni
bélgeye baglanmaz. Uriin olusumu sonlanir. %10-30dk ile %50-120dk Taxus baccata
ekstraktli sartlarda kinetik degerler konsantrasyon ve zamana bagli olarak Taxus
baccata ekstrakti igindeki aktif bilesenlerin ADA enzimini inhibe etmedigini

gostermektedir.

%10-30dk Persea americana ekstraktli hiz degerininVmax8,441U/mg protein,
%10-120dk Persea americana ekstraktli elde edilen hiz degerinin Vmax 1,671U/mg
protein, %50-30dk Persea americana ekstraktli elde edilen hiz degerininVmax
0,861U/mg protein, %50-120dk Persea americana ekstraktl elde edilen hiz degerinin
Vmax 4,801U/mg protein oldugu gorilmektedir. %50-120dk ile %210-120dk
bekletilmis Persea americana ekstrati ADA enzimini Nonkompetetif tarzda inhibe
etmektedir. Bu inhibisyon tiiriiyle de substrata yapisal benzerlik gostermez,ayni
bolgeye baglanmaz. Uriin olusumu sonlanir. %10-30dk ile %50-30dk Persea
americana ekstraktli sartlarda kinetik degerler konsantrasyon ve zamana bagli olarak
Persea americana ekstrakti i¢indeki aktif bilesenlerin ADA enzimini inhibe

etmedigini gostermektedir.
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Yapmis oldugumuz ¢alisma sonuglarinda da gortldiigi gibi Persea americana
ve Taxus baccata bilesenlerinin dokularda konsantrasyon ve zamana bagli olarak
inhibisyon etki gosterdikleri yada gostermedikleri goriilmiistiir. Konsantrasyon ve
zamana bagl olarak gosterdikleri inhibisyon etkisi ADA enzimini gii¢lii bir sekilde

inhibe ederek tibbi tedavininin bu sekilde giiclendirilebilecegini diistindiirmektedir.
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5-SONUC VE ONERILER

Calismamizda sigir karacigeri kismen saflastirildiktan sonra ADA aktivitesini
154,51U/L olarak tespit ettik. Vmax degerini spesifik aktivite olarak 8,32 IU/mg
protein, Km=0,06mM olarak bulduk.

Taxus baccata ve Persea americana ekstraktlarinin ve bilesenlerinin ADA
enzim aktivitesi tizerinde olasi1 etkilerini inceleyerek sahip olduklar1 inhibisyon

turini belirledik.

%10-30dk Taxus baccata ekstraktli elde edilen hiz degerini spesifik aktivite
olarak 6,621U/mg protein, %10-120dk Taxus baccata ekstraktli elde edilen hiz
degerinin 2,111U/mg protein, %50-30dk Taxus baccata ekstraktli elde edilen hiz
degerinin 5,311U/mg protein, %50-120dk Taxus baccata ekstraktli elde edilen hiz
degerinin 7,20IU/mg protein oldugu tespit edilmistir. Bu kinetik degerler
konsantrasyon ve zamana bagli olarak %50-30dk ile %10-120dk Taxus baccata
ekstrakti igindeki aktif bilesenlerin ADA enzimini Nonkompetetif tarzda inhibe
ettigini gostermektedir. %10-30dk ile %50-120dk Taxus baccata ekstraktli sartlarda

ADA enzimini inhibe etmedigini gostermektedir.

%10-30dk Persea americana ekstraktli elde edilen hiz degerinin spesifik
aktivite olarak 8,441U/mg protein, %10-120dk Persea americana ekstraktli elde
edilen hiz degerinin 1,67IU/mg protein, %50-30dk Persea americana ekstraktl elde
edilen hiz degerinin 0,861U/mg protein, %50-120dk Persea americana ekstraktl: elde
edilen hiz degerinin 4,801U/mg protein oldugu goriilmektedir. Bu kinetik degerler
%50-120dk ile %10-120dk Persea americana ekstrakti i¢indeki aktif bilesenlerin
ADA enzimini Nonkompetetif tarzda inhibe ettigini gostermektedir. %50-30dK ile
%10-30dk Persea americana ekstraktli sartlarda ADA enzimini inhibe etmedigini

gostermektedir

58



Bu ¢alisma sonuglarinda da goriildiigii gibi Persea americana ve Taxus baccata
bilesenlerinin dokularda konsantrasyon ve zamana bagli olarak inhibisyon etki
gosterdikleri yada gostermedikleri goriilmistiir. Persea americana ve Taxus baccata
bilesenlerinin ve etki mekanizmalarinin daha anlasilabilir olmasi i¢in daha ¢ok
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bizim bu yapmis oldugumuz c¢aligsmalarda
yapilacak diger caligmalara 1sik tutacagi inancindayiz. Bizim sonucumuza gore
konsantrasyon ve zamana bagl olarak gosterdikleri inhibisyon etkisi ADA enzimini
giiclii bir sekilde inhibe ederek tibbi tedavininin bu sekilde giiclendirilebilecegini

diistindiirmektedir.
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OZET

Sigir Karacigerindeki Adenozin Deaminaz Enzim Kinetigi Uzerine Taxus
Baccata(Porsuk Agaci) ve Persea Americana(Avokado) Yapraklarindan Elde
Edilen Metanol Ekstrelerinin Etkilerinin Arastirilmasi

Bu c¢alismada sigir karacigerinden kismen saflastirilan adenozin deaminaz
enziminin fizikokimyasal ve kinetik Ozellikleri tlizerine Taxus baccata ve Persea
americana ekstraktlarinin etkileri aragtirilmigtir.

ADA enziminin inhibitorsiiz sartlarda ¢izilen Michaelis Menten ve Lineweaver
Burk grafiklerinde V max degeri 8,32 1U/mg protein, Km degeri 0,06 mM olarak
tespit edilmistir.

Taxus baccata ekstresinin iki farkli konsantrasyonunda c¢izilen Michaelis
Menten ve Lineweaver Burk grafiklerinde %10-30dk bekletilmis Taxus baccata
konsantrasyonunda V maxdegeri 6,62 IU/mg protei , Km 0,07, %10-120dk bekletilmis
Taxus baccata konsantrasyonunda V max degeri 2,111U/mg protein , Km 0,07, %50-
30dk bekletilmis Taxus baccata konsantrasyonunda V max degeri 5,31 IU/mg protein ,
Km 0,06, %50-120dk bekletilmis Taxus baccata konsantrasyonunda V max degeri 7,20
IU/mg protein , Km 0,08 olarak bulunmustur. Bu sonuglar %10-120dk ile %50-30dk
bekletilmis Taxus bilesenlerinin ADA enzimini Nonkompetetif tiirde inhibe ettigini
gostermektedir.

Persea americana ekstresinin iki farkli konsantrasyonunda cizilen Michaelis
Menten ve Lineweaver Burk grafiklerinde %10-30dk bekletilmis Persea americana
konsantrasyonunda V max degeri 8,44 IU/mg protein , Km 0,06, %10-120dk
bekletilmis Persea americana konsantrasyonunda V max degeri 1,671U/mg protein,
Km 0,06, %50-30dk bekletilmis Persea americana konsantrasyonunda V max degeri
0,86 1U/mg protein, Km 0,07, %50-120dk bekletilmis Persea americana
konsantrasyonunda V max degeri 4,80IU/ mg protein, Km 0,06 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar %10-120dK ile %50-120dk bekletilmis Persea bilesenlerinin ADA enzimini
Nonkompetetif tiirde inhibe ettigini gostermektedir. ADA enziminin Taxus baccata
ve Persea americana tarafindan bu sekilde inhibisyonu, antikanser 6zelliklerine katki
saglayan mekakanizmalardan biri olabilir.

_ Anahtar Sozciikler: Adenozin Deaminaz, Avokado(Persea americana),
Inhibisyon, Lineweaver-Burk, Michaelis-Menten, Porsuk(Taxus baccata)
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Metanolic Extracts from Taxus Baccata And
Persea Americana Leaves on Kinetic Behaviours of Adenosine Deaminase
Enzyme from Bovine Liver

In this study, effects of Taxus baccata and Persea americana extracts on kinetic
behaviours of adenozin deaminase enzyme isolated from bovine liver were
investigated.

Vmax value of the enzyme was calculated to be 8,32 1U/mg protein, and Km
value as 0,06 mM by using Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk graphs.

In the inhibition studies, it has been observed that kinetic behaviour of the
enzyme exhibits variations depending on the inhibition periods and concentrations.
In this regard, the enzyme is inhibited by the taxus baccata extract noncompetetively
at the conditions of 50 % concentration for 30 min, and of 10 % concentration for120
min. However, no inhibition was observed at the conditions of 10 % concentration
for 120 min, and of 50 % concentration for 30 min.

Similarly, it has been observed that persia americane extract can inhibit the
eznyme noncompetetively at the conditions of 50 % concentration for 120 min and
10 % concentration for120 min. However, no inhibition was observed at the other
conditions.

Although present results demonstrate that ADA enzyme can be inhibited by
Taxus baccata and Persea americana extracts under some experimental conditions, it
is yet not clear whether these results are of importance with regard to the therapeutic
potentials of these herbs in the cancer therapy. Subject needs further researches.

Key Words: Adenozin Deaminaz, Avocado (Persea americana), Badger
(Taxus baccata), Inhibition, Lineweaver-Burk, Michaelis-Menten
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