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BITKISINDE ANTIOKSIDAN ENZIM SISTEMI VE VERIM
PARAMETRELERININ UZERINE ETKILERININ INCELENMESI
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Danisman: Prof. Dr. Deniz EKINCI

Bu calismada, bitkiler iizerinde 6nemli 6l¢giide olumsuz etkiye sahip kuraklik ve tuz
streslerinin defne (Laurus nobilis L.) bitkisinde antioksidan mekanizmanin 6nemli
tiyeleri olan glutatyon rediiktaz (E.C. 1.8.1.7: GR), glutatyon S-transferaz (E.C.
2.5.1.18: GST), gualikol peroksidaz (E.C. 1.11.1.17: GPx), askorbat peroksidaz (E.C.
1.11.1.11: APX) aktiviteleri, klorofil igerigi, stoma igerigi ve verim iizerine olan
etkileri incelenmistir. Bitki yapraklarindan homojenat elde edildikten sonra Bradford
yontemi ile protein tayini yapilmistir. Defne bitkisi yapraklarinda GR, GST, GPx ve
APx enzimleri i¢in optimum iyonik siddet ve pH miktar1 belirlenmistir. Bu degerler
stirastyla GR i¢in 200 mM TRIS, pH 7, GST 20 mM TRIS, pH 7.5, GPx 200 mM
KH2POs, pH 6, APx 20 mM TRIS, pH 6 olarak bulunmustur. Defne bitkisi
yapraginda GR, GST, GPx ve APx i¢in optimum ortam igerikleri belirlendikten sonra
aktivite Olgiimleri yapilmistir. Elde edilen veriler sonucunda zamana bagimli bir
sekilde olarak uygulanan stres faktorlerinin, tuz stresi altindaki bitkilere kiyasla
kuraklik stresi altindaki bitkilerde GR, GST, APXx, GPx, klorofil ve stoma
iceriklerinin azaldig1 gozlemlenmistir.
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Anahtar Kelimeler: Defne Bitkisi, Antioksidan, Enzim Aktivite, Stres Faktori,
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ABSTRACT

Master’s Thesis

Investigation of the Effects of Different Stress Conditions on
Antioxidant Enzyme System and Yield Parameters in Laurel
(Laurus Nobilis L.) Plant

Mutlu YALCIN

Ondokuz Mayis University
Graduate Education Institute
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Deniz EKINCI

In this study, glutathione reductase (EC 1.8.1.7: GR), glutathione S-transferase (EC
2.5.1.18), which are important members of the antioxidant mechanism of drought
and salt stresses in laurel (Laurus nobilis L.) plant, which have a significant negative
effect on plants. Glutathione S-transferase (EC 2.5.1.18: GST), glutathione reductase
(EC 1.8.1.7: GR), gualicol peroxidase (EC 1.11.1.17: GPx), ascorbate peroxidase
(EC 1.11.1.11: APx) activities and their effects on yield parameters including
chlorophyll and stomata were investigated. After homogenate was obtained from
plant leaves, protein amount was determined by Bradford method. Optimum ionic
intensity and pH values were found for GR, GST, GPx and APx enzymes in bay
leaves. These values were found for GR as 200 mM TRIS, pH 7, GST 20 mM TRIS,
pH 7.5, GPx 200 mM KH2POs, pH 6, APx 20 mM TRIS, pH 6. After determining
optimum media contents for bay leaf, GR, GST, GPx and APX, activity
measurements were made. As a result of the obtained data, it was observed that the
stress factors applied in a time dependent manner reduce the activities of GR, GST,
GPx, APx, chlorophyll and stomata content was determined in plants under drought
stress compared to plants under salt stress.

June/2020

Key Words: Laurus nobilis L., Antioxidant, Enzyme Activity, Stress Factor,
Optimization, Chlorophyll, Stoma
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1. GIRIS

Enzimler sozliikte canli bitkisel ve hayvansal hiicrelerde biyolojik olaylarin kimyasal
reaksiyonlarini katalize eden kompleks organik maddeler olarak gegmektedir. Diger
bir deyisle enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve biyokimyasal
reaksiyonlarin aktivasyon enerjilerini diisiirerek substratlarin daha kolay bir sekilde
iriinlere donligmesinde rol oynayan protein yapili katalizorlerdir. Katalizor,
reaksiyonda tiiketilmeden veya kalic1 olarak degistirilmeden kimyasal reaksiyonun
hizin1 etkileyen bir maddedir. Katalizorler kimyasal reaksiyonun aktivasyon
enerjisini digiirerek reaksiyon hizini arttirmaktadir. Biyolojik sistemlerde katalizorler
ad1 verilen 6zel bir protein sinifi olarak bilinen maddeler ise enzimlerdir. Bir enzimin
tizerinde ¢alistigi madde, onun substrati olarak bilinmektedir (Seah ve Kaplan, 1973).
Bir grup katalitik RNA molekiilii disinda enzimlerin yapisi proteinden olugmaktadir.
Protein grubunda yer alan katalizleme ve diizenleme fonksiyonlarina sahip olan
enzimler aktivasyon enerjisini  diistirerek  kimyasal reaksiyonlarin  hizh
gerceklesmesini saglamaktadir. Enzimlerin Kkatalitik aktivitesi, spesifikligi ve ti¢
boyutlu yap: kazanmalari igin proteindeki aminoasit diziligleri biiylik ©nem
tagimaktadir. Enzimler canhlar i¢in 6nemli roller oynamaktadir. Enerji alabilme,
kendini yenileme, iiretim, canliligin devami gibi 6nemli metabolik olaylar igin

gereklidirler.

Sekil 1.1. RNA polimeraz Il enziminin goriintiisii (Bushnell vd, 2004)



1.1 Enzimler

Enzimler, canliya herhangi bir zarar vermeden hiicrelerde gerceklesen biyokimyasal
reaksiyonlarin hizli bir sekilde ger¢eklesmesini saglayan protein yapisindaki
biyokatalizorlerdir. Metabolik tepkimelerin diizenlenmesinde aktif olarak rol alarak
bu tepkimelerin 1liml bir sekilde gerceklemesini saglamalarina ragmen yapilarinda

herhangi bir degisiklige ugramamaktadirlar.

Reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerin yapisi protein olmasina karsilik bu yapiya
protein olmayan daha kiigiik organik veya inorganik yapilar baglanarak meydana
gelen farkli protein yapisi da bulunmaktadir. Enzimlerin molekiiler fonksiyonlari,
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize etme yetenekleri olarak tanimlanmaktadir
(Cuesta vd, 2015). Biyolojik reaksiyonlar1 diizenleyen enzimlerin bazilari
katalizleme islemini gerceklestirebilmesi igin kimyasal yapilara ihtiya¢ duyarlarken
bir kisim enzimler ise kendi yapilarinda olmayan inorganik yapida bulunan ve
enzimlerin  aktivitesini saglayan “kofaktor” isimli yan gruplara ihtiyag
duymaktadirlar. Bunun yanisira kofaktoriin tersine organik yapida bulunan yan
gruplara ise “koenzim” ismi verilmektedir. Magnezyum, demir, ¢inko gibi bir¢ok
metal iyonu kofaktdr olarak gorev yapabilecegi gibi CoA (Koenzim A), NAD
(Nikotinamid adenin diniikleotid), FAD (Flavin adenin diiniikleotid) gibi bilesikler
de organik yapidaki koenzim olarak sayilabilmektedir. Reaksiyonlar diizenlenirken
enzim tizerinde bulunan ve bu diizenleme islemine dogrudan miidahil olan bolgeler
“aktif bolge” olarak isimlendirilmektedir.

Kofaktor Aktif Bolge Koenzim

\..\ /
. Apoenzim

\ J
Y

Holoenzim

Sekil 1.2. Enzimlerin yapisi ve boliimleri



Enzimlerin biyokimyasal tepkimeleri gergeklestirebilmeleri icin etkilesimde
bulunacagr metaboliti tanimalar1 gerekmektedir. Katalizor olarak bulunduklar:
reaksiyon tiirline ve triine ¢evirdikleri substratlara kars1 oldukga se¢ici olan enzimler
bu spesifiklikleriyle klasik kimyasal katalizorlere gore daha oOzgiindiirler ve
bulundurduklar: bu 6zgiinliik seviyesi enzimler arasinda farklilik gosterebilmektedir.
Biitiin enzimlerin belirli substrat ve belirli etki spesifikligi bulunmaktadir. Substratin
spesifikligi, bulunan birgok substrat molekiilii igerisinden birini se¢mesi olarak
tanmimlanabilmektedir. Etki spesifikligi ise enzimin sahip oldugu bir¢ok reaksiyon
seceneginden sadece birisine gore substrati lriine ¢evirmesidir. Enzimlerin
katalizledigi biyokimyasal reaksiyonlar, substratin enzimin aktif bdlgesiyle
birlesmesi ile baslamaktadir. Bu birlesme sonucunda ise enzim-substrat yapisi
olusmaktadir. Genel olarak enzim sadece bir substrati katalizler ve bu islem esit
dengeye ulastiginda sonlanmaktadir. Aktif bolge sayisi katalitik aktivite i¢in kovalent
ya da nonkovalent baglar ile bir ya da daha fazla olabilmektedir. Bu bolge
substratlarin baglanma bdolgesini ve substratlarin katalitik doniistimlere maruz kaldigi
katalitik aktivite bolgesini icermektedir. Biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda
enzimlerin etki edip donistiirdiikleri molekiiller “substrat” ve tepkimeler sonucu
olusan yeni maddeler ise “iiriin” olarak isimlendirilmektedir. Substratlarin aktif
bolgelere baglanmasi sirasinda kovalent baglar, hidrojen baglar1 ve iyonik
etkilesimler 6nemli rol oynamaktadir. Enzimlerin igerisinde kofaktor igermeyen,
aktif olmayan ve sadece protein igeren kismi “apoenzim” olarak isimlendirilirken,
protein i¢eren kismi “protez grubu” olarak adlandirilmaktadir. Ayrica protez grubu

ile apoenzimin birlesimi ise holoenzimi olusturmaktadir.

C + E » CE » A+B+E

Co=0-¢»

Substrat Enzim ubsrat Uran Enzim

m o

mnzim

Sekil 1.3. Enzim-substrat iligkisi sematik gosterim



Enzimlerin olmadig1 bir reaksiyonla kiyaslandiginda enzimler reaksiyonun hizini 10°
— 107 kat arttirmaktadirlar (Radzicka ve Wolfenden, 1995). Reaksiyon hizinin bu
kadar artmasina etki edecek faktorler; substratin  deformasyonu, substrat
molekiiliiniin kovalent baglanmasi, enzim reaktif bolimiiniin ortak etkilesmesi

seklinde siralanabilir.

Enzimsiz

Enzim
kullaniilmayan
reaksiyonun
A Enzim aktivasyon
kullanilan enerjisi
reaksiyonun
aktivasyon
enerjisi

Substrat

Urinler

Reaksiyon llerlemesi

Sekil 1.4. Enzim ve aktivasyon enerjisi arasindaki iliski

Katalizledikleri tepkimenin hizi enzimlerin aktivitesini ortaya ¢ikarmaktadir.
Enzim aktivite birimi “Unite (U)” olarak Uluslararasi Biyokimya Birligi Enzim
Komisyonu tarafindan 1978 yilinda belirlenmistir. Enzim Unitesi (EU) birimi, bir
mikromol (pumol) substrati standart sartlar altinda bir dakikada {irtine doniistimiinii
gerceklestiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Diger aktivite birimlerinden
spesifik aktivite, bir miligram (mg) enzim tarafindan bir dakikada doniisiime
ugrayana substratin mikromol miktar1 ve bir enzim molekiilii tarafindan bir dakikada
dontisiime ugratilan substrat mollekiillerinin sayisina ise molekiiler aktivite (turnover

sayis1) denilmektedir.

Enzim igerikli reaksiyonlar1 hizlar1 pH, aktivatér, enzim-substrat
konsantrasyonu, sicaklik, inhibitor ya da iyonik siddet gibi bazi parametrelerden
etkilenebilmektedir. Bu reaksiyonlarin hiz1 artan sicakliga bagli olarak reaksiyon
icerisinde artan kinetik enerjiye gore maksimum tepkime hizina gelene kadar artalan
bir egri ¢izmektedir. Artan sicaklik derecesi bulunan enzimin aktivitesini 2 — 4 kat
arttirabilmektedir. Ancak yiiksek sicaklik degerleri protein yapisindan bulunan

enzimin i¢ boyutlu yapisim bozarak etkisini kaybetmesine neden olmaktadir.
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Enzimatik tepkimelerin hizi kullanilan substrata bagli olarak oncelikle dogrusal
sekilde artis gosterirken sonrasinda hiperbolik artis gostermeye baslamaktadir.
Substrat miktarinin arttirtlmasi ile reaksiyon hizi maksimum seviyeye ulagsmaktadir
ancak belirli bir konsantrasyondan sonra substrat miktarinin arttirilmasi reaksiyon
hizina etki etmemektedir. Bu durumun nedeni ise enzimin, substrata doygun hale

gelmesidir.

Enzim igeren reaksiyonlarin hizin1 arttirmak ig¢in kullanilan maddeler
“aktivator” olarak isimlendirilirken reaksiyon hizin1 azaltmak i¢in kullanilan
maddeler “inhibitér” olarak adlandirilmaktadir. Inhibitér maddelerin tepkimede

olusturmus olduklar1 etkiye ise “inhibisyon” denir.

Enzimatik tepkimelerde aktivitenin inhibisyonu biyolojik sistemler igerisinde
onem derecesi yiiksek bir kontrol mekanizmasidir. Bunun nedeni ise inhibisyonun
enzimatik reaksiyonun mekanizmasi, enzimin spesifikligi, enzim aktif merkezinin
kimyasal ve fiziksel yapis1 hakkinda bize bilgi vermesidir. Ayrica enzimlerin klinik
uygulamalarinin, 6zelliklerinin netlestirilmesi ve teknik agidan gelistirilmesinde 151k
tutabilmektedir. Inhibitorler, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak iizere ikiye
ayrilmaktadirlar. Doniistimsiiz  inhibitorler enzimlerde bulunan reaksiyonun
gerceklesmesini  saglayan aktif merkeze kovalent bir sekilde baglanirlar ve
konformasyonu degistirerek Katalitik aktiviteyi sifirlamaktadirlar. Doniigimli
inhibitorler ise yarigmali, yarigmasiz, yart yarigmali ve Karigik tip olmak iizere dort
bashiga ayrilmaktadir. Donilistimlii inhibitérlerde enzim ile inhibitor madde arasinda

denge olacak sekilde bag kurulmaktadir.

Enzimlerin katalizor olarak gorev yaptigi reaksiyonlarin hizi bizlere enzim
aktivitesini gostermektedir. Enzim aktivitesinde belirli bir zaman igerisindeki
meydana gelen tirin miktar1 ya da kullanilan substratin zaman igerisindeki azalist
Ol¢tilmektedir. Bu 6l¢timlerde genel olarak spektrofotometrik yontem kullanilmakta

olup polarimetri, florimetri vb. gibi yontemlerde bulunmaktadir.

1.2 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Bir enzimin aktivitesinin  belirlenmesi  i¢in  se¢ilen  kosullar, substrat
konsantrasyonunun belirlenmesi igin gereken kosullarla ayni degildir. Enzimin

aktivite strecine etki eden temel surumlar mevcuttur. Bunlar substrat



konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH degeri, sicaklik, inhibitor ya da aktivator

varligi olarak siralanabilir (Martinek, 1969).

1.2.1 Substrat Konsantrasyonu

Enzim miktar1 sabit tutulup substrat konsantrasyonu yavasg¢a arttirilirsa, reaksiyon
hizi maksimum bir noktaya (Vmax) ulasana kadar artacaktir. Bu noktadan sonra

substrat konsantrasyonundaki artislar hizi artirmayacaktir.

1.2.2 Enzim Konsantrasyonu

Asir1 substrat konsantrasyonunun olmas: durumunda, enzim konsantrasyonu arttik¢a
enzim katalizli reaksiyonun hizi artmaktadir. Bir silire sonra ise reksiyonu
gerceklestiren enzim denatiirasyona ugrar ve bunun sonucunda ise ortamda bulunan
substrat konsantrasyonu arttirildiginda bile enzim aktivasyonunu kaybettigi icin

dontisiim gergeklesmeyecektir (Wilson ve Walker, 2010).

1.2.3 Sicakhik

Cogu kimyasal reaksiyonlardaki gibi enzimlerin katalizlemis oldugu reaksiyonlarin
hizlar1 sicakligin yiikselmesine bagli olarak artis gostermektedir. Sicaklikta
gerceklesen 10 °C'lik bir artig, en iyi enzimlerin aktivitesini %50 ila %100 oraninda
arttirmaktadir. Reaksiyon sicakligindaki 1 ya da 2 derecelik artislar ise %10 ila %20
arasinda aktivasyon hizina etki edebilmektedir. Enzimatik reaksiyonlarda bu durum,
reaksiyon hizinin sicaklik ile maksimum seviyeye yiikselmesi ve enzimin yiiksek
sicakliklardan kaginilmaz olarak etkilenmesiden dolay: sicaklik artisiyla keskin bir
sekilde aktivasyonun azalmasiyla sonlanmaktadir. Hayvanlarda bulunan ¢ogu
enzimin 40 °C'nin iizerindeki sicakliklarda hizli bir sekilde denatiire olmasindan
kaynakli birgok enzimin bu sicaklik degeri altinda bir degerde tayini yapilmaktadir
(Kurland ve Pilkis, 1995).

1.2.4 pH EtkKisi

Enzimler pH degisikliklerinden kolayca etkilenmektedirler. Her enzimin optimum
calistig1 spesifik bir pH degeri bulunmaktadir. Optimum pH degeri, enzimlerin
maksimum aktiviteye sahip oldugu nokta olarak tanimlanmaktadir (Kurland ve
Pilkis, 1995).



1.2.5 inhibitor Etkisi

Enzim inhibitorleri, enzimin Katalitik etkisini degistirerek yavaslatan veya birkag
durumda katalizi durduran bilesenlerdir. Yarismali, yarismasiz ve yari-yarigsmali
olmak iizere ii¢ yaygin enzim inhibisyonu vardir. Inhibisyon mekanizmalar:
hakkindaki ¢ogu teori, enzim substrat kompleksi ES'nin varligina dayanmaktadir
(Kurland ve Pilkis, 1995).

1.2.6 Aktivator Etkisi

Inhibitdrlerin tersi olarak enzimlerle birleserek enzim katalizli reaksiyonlarm hizini
arttran maddelerdir. Metabolizma kontroliindeki enzimlerin regiilasyonunda rol

oynamaktadirlar.

1.3 Enzim Tarihi

Enzimlerin kullanilmasi insanligm erken zamanlarinda baslamistir. Ilk topluluklarda
yiyeceklerin  ve iceceklerin iretimi, hayvanlardan elde edilen postlarin
bronzlagtirilmas: ~ seklindeki uygulamalar enzim aktivitelerini igermektedir.
Biyokatalizor olarak bilinen enzimler baslangi¢ olarak nisastanin diyastaz katalizorle

sekere doniistiiriilmesi gergeklestirilerek kesfedilmistir (Payen ve Persoz, 1833).

F.W. Kuhne isimli bilim insan1 Yunanca’da mayali anlamma karsilik gelen
enzim adin1 kullanmistir ve sonrasinda ise 1700’1i yillardan itibaren giiniimiize kadar
biyolojik katalizor olarak tanimlanmistir. Bu tanimlamada polisakkarit olan

nigastanin sekere doniistiiriilmesi biiyiik rol oynamistir.

1835 yilinda kataliz terimini ilk defa Jons Jacob Berzelius isimli bilim insani
reaksiyonlar1 hizlandiran maddelerin bu hizlandirma 6zelliklerini tanimlamak igin
kullanmigtir. Sindirim enzimi olan pepsinin kesfi ise 1936 yilinda Theodor Schwann

isimli bir fizyolog tarafindan gergeklestirilmistir.

Ureaz enziminin izole edildigi ¢alismasiyla birlikte 1926 yilinda Sumner biitiin
enzimlerin yapisinin protein oldugunu bildirmistir (Nelson ve Cox, 2013). Ayni
sekilde Sumner 1937 yilinda Kkatalaz enziminin protein yapinda bulundugunu

kesfetmis ve katalaz ile lireaz’1 kristal yapida izole etmeyi basarmistir.

Enzimlerin izole edilmesi ve saflastirilmasi igin enzimlerin biyokimyasal

aktiviteye sahip proteinler oldugunun farkina varilmasit ve enzimlerin
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karakterizasyonunda x-igin1 kirmim teknikleri kullanilarak baslica 6nemli yontemler

gelistirilmistir (Mora ve Arioli, 2014).

Dinamik c¢alismalar riboniikleaz yapisinin dogasi ve lizozimin Kkatalitik
mekanizmasinin ¢6ziilme c¢abalari, ortaya c¢ikan bir bilimsel disiplin olarak

enzimolojiyi ortaya ¢ikarmistir (De Simone vd, 2015).

Kimotripsin ve tripsin sindirim enzimleri iizerinde ¢aligmalar1 bulunan Stanley
ve Northrop isimli bilim insanlar1 saf olarak izole edilen enzimlerin yapisinin protein

oldugunu kesin olarak belirlemislerdir.

1.4 Enzimlerin Ozellikleri

Enzimlerin diizgiin bir sekilde calisabilmeleri igin bulunduklart ortamlarin
konsantrasyonu, pH degeri, sicaklik degeri optimum sartlarda olmasi gerekmektedir.
Aksi durumlarda ise cesitli tuzlar, ¢oziiciler yardimiyla yapilar1 denatiire
edilebilmektedirler. Biiyiikliikleri ise 12.000 — 1.000.000 Da arasinda veya daha fazla

molekiil agirligina sahip olabilirler (Nelson ve Cox, 2013).
Enzimleri diger katalizorlerden ayiran temel farkliliklar bulunmaktadir;

1. Enzimli gergeklesen biyokimyasal reaksiyonlar, diger katalizorler tarafindan
gerceklestirilen reaksiyonlardan daha hizli ger¢eklesmektedir.

2. Biyokimyasal reaksiyonlarda meydana gelen ve istenmeyen yan iriinler
enzimler tarafindan katalize edilen reaksiyonlarda daha az olusmaktadir.

3. Inorganik katalizorler genel olarak yiiksek sicaklik, basing ve yiiksek pH
degeri altinda gerceklesirken, enzimatik reaksiyonlar i¢in ortam sartlari

optimum yeterli olmaktadir.

1.5 Enzimlerin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Enzimlerin isimleri donistiirdiikleri substratin  kokiine “-az” eki getirilerek
olusturulmaktadir. Lipaz enzimi bu tanima &rnek verilebilir. Lipaz enzimi, lipid
trigliseritlerinin hidrolizini gergeklestirmektedir. Siikrozun glukoz ve fruktoza
doniismesini katalizleyen enzim ise siikraz olarak isimlendirilmektedir. Proteinlerin
hidrolizini gerceklestiren pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimleri, belirtilen

adlandirma sisteminden once kesfedilmis ve ortak adlarla isimlendirilmektedir.



Enzimler gerceklestirdikleri reaksiyon g¢esidine gore oksiderediiktazlar,
transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak fiizere gruplara
ayrilmiglardir. Bu gruplandirma sistemi Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler

Biyoloji Birligi (IUBMB) olan kurum tarafindan belirlenmistir.

Oksideretiiktazlar igerisinde yaygin olarak bilinen katalaz, oksidaz, rediiktaz ve
dehidrogenaz enzimleri bulunmaktadir ve oksidasyon-indireme reaksiyonlarini

gerceklestirmektedirler.

Transferazlar polimeraz, DNA ve RNA sentezinin gerceklestirilmesi i¢in
ihtiya¢ duyulan enzim grubudur. Fosfat, metil, asetil gibi gruplarin transferlerinin
yapilmasinda rol oynamaktadirlar. Polimeraz, protein kinaz, metilaz ve asetil

transferaz bu grup igerisinde yaygin olarak bilinen enzimlerdir.

Hidrolazlar golgi Aygiti’'nda sentezlenmekte olup hiicrede lizozom igerisinde
yogun sekilde bulunmaktadir. Ayrica hidroliz reaksiyonlarmi su ilavesiyle

gerceklestirmektedirler.

Liyazlar dekarboksilaz ve aldolaz bu grup igerisinde bilinen enzimlerdir.
Oksidasyon ve hidroliz haricinde farkli yollarla C-C, C-O, C-S, C-N baglarinin

kirilmasini katalize etmektedirler.

Izomerazlar epimeraz, resemaz gibi enzimler 6rnek verilebilirken bu enzimler

molekiil igerisindeki atomik diizenlemeleri gergeklestirmektedirler.

Ligazlar RNA ligaz, DNA ligaz, peptid sentaz enzimleri bu grup igerisinde yer

almaktadirlar ve birlestirme reaksiyonlarin1 gergeklestirmektedirler.

IUBMB komitesi enzimlere ayr1 ayr1 enzim komisyonu (E.C.) numarasi vererek
alt siniflart ve bu alt siniflarin da alt siniflarini tanimlamistir. Her enzim yukarida
belirtilen altt ana enzim grubu igerisinde yer almaktadir. Bu boliimler
oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar
(sentetazlar) olarak siralandirilmaktadir. Ornegin bir enzimin EC numaras1 EC
2.4.5.3 olarak verilmistir. 2 sayis1 reaksiyon ¢esidinin transferaz oldugunu diger

basamaklar ise alt siniflar1 ve diger altsiniflar1 temsil etmektedir.



Cizelge 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi

IEC Enzimlerin Siiflandirilmasi

Grup Adi

Katalizledigi Reaksiyon Tiirii

Ornekleri

EC 1.
Oksiderediiktazlar

EC 2. Transferazlar

EC 3. Hidrolazlar

EC 4. Liyazlar

EC 5. izomerazlar

EC 6. Ligazlar

Yiikseltgenme-indirgenme

Reaksiyonlari

Fonksiyonel gruplarin Transferi

Hidroliz Reaksiyonlart

Cift bag veya tersine ekleme

[zomerasyon reaksiyonlar1

ATP boliinmesiyle bag olusumu

Glutatyon rediiktaz
EC:1.8.1.7

Glutatyon S-
transferaz

EC:25.1.18

o —amilaz
EC:3.2.1.1

Karbonik anhidraz
EC:4.21.1

Alenin rasemaz
EC:5.1.1.1

Glutamin Sentaz
EC:6.3.1.2
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2. STRES FAKTORLERI ve ANTIOKSIDANLAR

Herhangi bir ¢evresel uyaranin bitkiyle etkilesimi, bitki hiicrelerindeki birkag sinyal
yolunun aktivasyonu ile sonuglanabilmektedir. Bu yollar, hiicrenin uygun stres
tepkisine yol acan biyolojik siireglerdir (Wrzaczek vd, 2011). Tim canh
organizmalar gibi, bitkiler de normal biiyiime ve gelismeleri i¢in potansiyel
performanslarin1 ortaya koyan optimum ¢evresel kosullara ihtiya¢ duyarlar. Diger
canlilara nazaran bitkilerin ¢evresel degisikliklere cevap vermesi ve uyum saglamasi
icin daha verimli ve karmasik stratejiler gelistirmeleri gerekmektedir. Bitkileri
normal biiyiime ve gelismelerini engelleyen faktorler “stres”  olarak
tanimlanmaktadir ve bitki verimliliginde azalmaya neden olurlar. Bu uyaricilar
abiyotik stres faktorleri ve biyotik stres faktorleri olarak iki ana gruba ayrilmaktadir
(Schulze, 2005).

Birgok bilimsel ¢alisma, bitkilerin abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi
biyolojik tepkilerini anlama ve tolerans fenotiplerinden sorumlu belirli genleri,
proteinleri veya metabolitleri belirlemeye odaklanmigtir. Molekiiler, biyokimyasal ve
fizyolojik seviyelerde, asir1 stres durumu iizerine bir dizi mekanizma aktive edilir.
Bitkilerdeki stres tepkisi galismalari, sinyal tepkileri sirasinda Sinyallesme aglari
arasindaki karigmalarin arttigin1  gostermektedir (Fraire-Velazquez vd, 2011).
Baslangicta, reaktif oksijen tiirleri tiretiminin aktivasyonuna, absisik asit, jasmonik
asit, salisilik asit gibi hormonlarin birikmesine yol agan bir dizi kinaz reaksiyonu
reaksiyonu indiiklenir. Boylece, strese duyarli genler ifade edilir ve bitkinin genel

stres yanit1 olusturulur (Wrzaczek vd, 2011).

Hiicrelerin gevresel degisimlerine yanitlari hiicre disinda bulunan molekiiller
ve hiicre membrani proteinlerinin etkilesimleri sonucunda ger¢eklesmektedir. Plazma
membraninin  lizerinde bulunan reseptorler stres faktoriiniin  algilanmasini
saglamaktadir. Algilanmanin sonucunda olusan sinyal G proteinin araciligiyla
kalsiyum, inositol fosfat ve reaktif oksijen tiirleri gibi maddelerin iretimi
gerceklesmektedir. Bitkinin strese karsi direng gostermesi ve hayatta kalmasi ise
sensor proteinlerin ilgili genleri aktive etmesiyle gergeklesmektedir (Shinozaki ve
Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Bitkinin biiytimesi, gelisimi ve verimi kuraklik, tuzluluk, sicaklik, soguk,

radyasyon, toksik metaller, bakteriler, mantarlar gibi g¢esitli ¢evresel kosullardan
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etkilenmektedir. Yapisal, fizyolojik ve biyokimyasal siiregler ise bu g¢evresel
kosullarin optimum noktalarimi astiginda etkilenmektedir (Jaleel vd, 2008).
Gergeklesen stres esnasinda yiiksek enerji igeren elektronlar oksijene transfer
edilerek reaktif oksijen tiirleri olusturulmaktadir (Mittler, 2002). Olusan Serbest
radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olarak ikiye ayrilmaktadir. Endojen kaynaklar
serbest radikal kaynaklari icerisinde fotosentez reaksiyonlar: ve mitokondrideki sitrik
asit dongiisiinde rol oynayan oksidazlar, amino oksidazlar gibi ¢esitli enzimlerin
etkisiyle ger¢eklesmektedir (Van Breusegem ve Dat, 2006). Ekzojen kaynaklar ise
kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diistik sicaklik, yiiksek 1s1ik degeri, agir metaller, UV
151k olarak siralanabilmektedir (Lamb ve Dixon, 1997). Serbest oksijen radikalleri en
yaygin olarak bulunan serbest radikaller olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu maddeler
reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak isimlendirilmektedir. Hidrojen peroksit (H20>),
singlet oksijen (*0y), siiperoksit (0%), hidroksil (OH") gibi molekiiller yaygin olarak
bulunan reaktif oksijen tiirleri arasinda yer almaktadir (Apel ve Hirt, 2004).

2.1 Biyotik Stres Faktorleri

Biyotik stres terimi, bitkilerin diger organizmalarla biyolojik etkilesimlerini ifade
etmektedir. Bitki enfeksiyonu veya bakteri, viriis, mantar, nematod, parazit, bécek ve
yabani otlarin neden oldugu bitkinin belirli bir kismina mekanik hasar vermektedir.
Bu stres faktorleri ciddi 6lgiide bitki veriminde kayiplara ve dolayisiyla ekonomik

sorunlara yol agmaktadir.

2.2 Abiyotik Stres Faktorleri

Abiyotik stres, cevresel degisikliklerin cansiz etmenlerden kaynakli olarak
gerceklestigi stres faktorleridir. Bu faktorlerden bazilari sicaklik, kuraklik, yiiksek
tuzluluk orani, agir metaller, fotoperiyottaki degisiklikler, 151k yogunlugu ve Kkalitesi,
besin  bollugu ve achk, donma, hava ve toprak kirliligi olarak

siniflandirilabilmektedir.

Hiikiimetler Arasi klim Degisikligi Paneli (IPCC) raporuna gére, yakin
gelecekte bu stres faktorleri kiiresel 1sinmanin etkisiyle onemli 6lgiide biiylimeye
devam edecek ve bunun sonucunda bitkinin abiyotik stres kosullarina kars1 verdigi

tepkinin mekanizmalarini anlamak bitki biliminde acil bir zorluk olacaktir (Wrzaczek
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vd, 2011). Abiyotik stres faktorlerinin gesitliligi nedeniyle, her bir bireysel stres
yanit1 i¢in giicli bir spesifik hiicresel elemanin gerekli oldugu varsayilabilmektedir.
Bununla birlikte, her tiirlii abiyotik strese genel cevapta dikkate deger bir ortak unsur
yer almaktadir. Esasen, tiim abiyotik stres faktorleri reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
dretimini indikler, ancak bunlar farkli formlarda ve farkli hiicre altt konumlarinda
tiretilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri metabolizmada dengeli bir rol oynamaktadir.
Ancak, olduk¢a toksik olmalari ekspresyonlarinin siki kontrol altinda tutulmasi
gerektigini gostermektedir. Bununla beraber, programlanmis hiicre dliimiine veya
temizleme proteini {iretimine yol acan gen ekspresyonu igin sinyaller olarak islev
gormektedirler. Bu nedenle, ROT iiretimi ve detoksifikasyonu arasindaki denge

hiicresel fonksiyonlari siirdiirmek i¢in 6nemlidir (Genga vd, 2011).

2.2.1 Kurakhk Stresi

Kuraklik, yagislarin normal seviyelerdeki degerlerine gore belirgin bir sekilde
azalmasiyla ortaya ¢ikan ve yerylizii kaynaklarinin tiretim Sistemlerini kotii etkileyen
olay olarak tanimlanabilmektedir. Cevresel stres faktorii olarak kuraklik veya su
aciginin tarimsal iiretim tizerinde ciddi etkileri vardir. Kurakligin, bitkinin hiicresel
metabolizmasi lizerinde dogrudan bir etkisi vardir, bu da biiyiime indeksinde ve
mahsul veriminde 6nemli bir azalmaya neden olur. Kuraklik stresi {izerine hiicrede
karmasik bir agin varligi bir dizi calisgma ile wvurgulanmaktadir. Protein
ekspresyonundaki degisiklikler bu karmasik agda biiyiik rol oynar. Mahsul verimini
artirmak igin ana strateji, kuraklik stresi altinda verimi siirdiirmek ve potansiyel
mahsul verimi {izerinde zararl1 bir etkisi olmaksizin elit genotiplerde en giiclii genleri
ve proteinleri biriktirmek ic¢in gerekli olan tiim ozellikleri birlestirmektir. Bu
yaklagim, kararli ve kuraklik kosullarinda yiiksek verim potansiyeli sergileyen yeni
bitki ¢esitlerinin iyilestirilmesini saglayacaktir. Kuraklik yanit1 transkripsiyonda
yeniden programlama ile baglar ve bir¢cok fizyolojik degisiklikle devam eder. Bu
fizyolojik  degisiklikler —arasinda Stomalarim  kapatilmasi, ozmolitlerin  ve
antioksidanlarin sentezi, istenmeyen reaksiyon iriinlerinin ortadan kaldirilmasi yer
almaktadir (Ding vd, 2013).

Bitki gelisiminin en fazla etkilendigi stres kosulu kurakliktir. Yasanan
kuraklik stresinin siiresi bitki gelisiminde etkisini gostermektedir. Kuraklik stresinin

meydana gelmis oldugu birinci periyotta, govde gelisimini durdurduktan sonra kdk

13



gelismine Oonem veren bitki daha fazla suya ulagmayi amaclamaktadir. Kuraklik
stresinin ilerleyen evrelerinde goévde ve kok gelisimini durduran bitkinin yaprak
sayisinin azalmasi ve yaprak alaninda kiigiilme olmasiyla birlikte sararan yapraklar
dokiilmektedir.

Turgor basincinin ortadan kalmasiyla birlikte hiicrelerin biiyiime islevlerini
olumsuz yonden etkilenmesiyle hiicrelerin Kiigiik kalmasina neden olmaktadir.
Biiytime yetisini kaybeden hiicrelerden dolay1 yaprak boyutlarinin kiigiilmesiyle
sonug¢lanmaktadir. Biiyiime parametresindeki bu azalma olayma bagli olarak hiicre
duvar1 sentezi isleminde de azalma meydana gelmektedir. Strese bagli olarak
proteinlerin ve klorofil sentezinin etkilenmesiyle birlikte bitkinin fotosentez ve
solunum yetenekleri hasar gormektedir. Kiigiilen yaprak boyutundan dolay: elde
edilen fotosentez triinlerinde azalma meydana gelmektedir. Kuraklik stresine bagl
olarak meydana gelen kloroplastlarin yapilarindaki degisimlerin sonucunda bitkide
klorofil miktarinin azalmasina ve fotosentez reaksiyonlarinin gerceklesmemesine

neden olmaktadir.

Kuraklik stresinin varliginda bitkilerde meydana gelen en 6nemli
biyokimyasal degisiklik, stomalarin kapanmasindan kaynakli olarak fotosentez
hizinin diismesi ve hiicre igerisinde singlet oksijen, siiperoksit anyonu ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin olugmasidir (Bhargava ve Sawant, 2013). Stres
kosullart altinda bitkide birikmeye baglayan reaktif oksijen tiirleri aslinda sinyal
iletim mekanizmasinda gorev yapan metabolizmanin dogal iiriinii olmalari dikkat
¢ekmektedir (Cabello vd, 2014). Fazla birikmeleri sonucunda ise lipit
peroksidasyonu, DNA pargalanmasi, protein indirgenmesi gibi olaylarin
indiiklenmesine neden olarak hiicre 6liimiine yol agabilmektedirler. Reaktif oksijen
tiirlerinin birikimi ile olusan oksidatif stres ile miicadelede bitkiler enzimatik veya
enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar1 kullanmaktadirlar. Fotosentetik
olmayan membranlar1 korumakla gorevli olan enzimatik olmayan antioksidan
molekiillerin yani1 sira enzimatik antioksidan molekiiller, reaktif oksijen bilisiklerinin

indirgenmesiyle birikmelerine engel olmay1 saglamaktadir (Osakabe vd, 2014).

2.2.2 Tuz Stresi

Tuz stresi bitkinin gelisimini ve biyokimyasal reaksiyonlarini etkilemekte olan

onemli abiyotik stres sartidir. Bu stres kosulu genel olarak degradasyon olaymnin
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gerceklesmesine ve ek olarak bitki biiyiime diizenleyecilerinin olugmasinin

engellenmesinde etkili rol oynamaktadir.

Yetersiz yagis almmmasindan kaynakli olarak toprakta bulunan tuzlar alt
seviyelere tasinamamaktadir. Tuz stresinin olusmasindaki en biiyiikk nedenlerden
birisi evaporasyon kriterinin yiiksek olmasidir. Evaporasyon nedeniyle suyun
buharlasmasimna bagli olarak beraberinde tasidiklari tuz toprak ylizeyinde
kalmaktadir. Tuzluluk stresinde siklikla goriilmekte ve digerlerine gore en zararh

etkileri gésteren sodyum kloriir (NaCl) formudur.

Tuz stresi bitkilerde ozmotik ve iyon stresleri olusturduktan sonra bitkilerin
fizyolojik ve kimyasal yapilarinin bozulmasina neden olmaktadir. Ortaya cikan
ozmotik stresten dolayr bitki igerisindeki su miktarinda azalma meydana
gelmektedir. Bu olay fizyolojik kuraklik olarak adlandirilmaktadir. Bitkide
gerceklesen bu fizyolojik kuraklik durumundan dolay1 hiicre genislemesinde azalma
meydana gelmektedir. Ozmotik stresin ardindan gelmekte olan iyon stresinde ise
ortamda konsantrasyonu artan sodyum (Na) ve CI (klor) iyonlarmimn K+ ve Ca*? gibi
besin maddeleri ile rekabet eder ve bitkide besin eksikligine neden olmaktadir (Hu ve
Schmidhalter, 2005).

NaCl tuzunun bitkide dogrudan gostermis oldugu etkiler bodur biiyiime, kok
biiylimesinin durmasi, toprak stii gelisimin gerilemesi, yapraklarin kiigiik kalmast,
hiicre 6limiinden kaynakli olarak yapraklarda nekrozlarin meydana gelmesi olarak
siralanabilmektedir. Stresin biyokimyasal etkilerinde ise reaktif oksijen tiirlerinin
sentezlenmesine neden olmasindan dolay1 klorofil miktarini azalmasina bagl olarak
fotosentez inhibisyonu ve K* aliminin inhibisyonu ve hiicre oliimii olarak
belirtilmektedir (Hong vd, 2009).

2.3 Serbest Radikaller

Serbest radikaller yiiksek enerjili olup disarida bulunan orbitallerinde eslenmemis
elektron tasityan ve yiiksek reaktivite Ozelligine sahip atom ya da molekiillerdir
(Nawar, 1996). Yoriingelerinde bulundurduklart eslenmemis elektronlar sayesinde

cevresinde bulunan diger maddelerle rahatlikla etkilesim igerisine girebilirler.

Hiicre igin gerekli olan enerjinin saglanmasinda gergeklesen birgok reaksiyon

tarafindan kullanilan oksijen serbest radikal tiirlerinin iretilebilmesine neden
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olabilmektedir. Ayrica mitokondri organeli viicudun normal oksijen kullanimi
esnasinda devamli serbest radikal iiretmektedir. Uretim yollar1 ise kovalent baglh
molekiiliin homolitik béliinmesi, molekiiliin elektron kaybetmesi ve molekiile sadece

bir adet elektronun eklenmesi olarak ii¢ ana yola ayrilmaktadir (Kiling, 2002).

Olusan bu serbest redikaller lipid, protein, niikleik asit gibi Onemli
molekiillerin yapisinda degisiklige neden olabilmektedirler (Shinde vd, 2012).
Ayrica mitokondri haricinde ¢ok sayida endojen ya da eksojen kaynaklardan da
serbest radikal iiretimi gerceklesebilmektedir. Uretilen bu serbest radikaller nitrojen
ve oksijen kaynakli olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar. Oksijen kaynakli olan
radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROT), nitrojen kaynakli olanlar ise reaktif nitrojen
tirleri olarak adlandirilmistir (Valko vd, 2007).

Alkolsil (RO), siiperoksit (O27), hidroksil (OH), peroksil (ROO), lipid
peroksil (LOO) gibi radikaller reaktif oksijen tiirleri arasinda yer alirken, nitrik oksit
(NO) ve nitrojen dioksit (NO?) radikaller ise reaktif nitrojen tiirlerini
olugturmaktadir. Hidrojen peroksit (H202), nitrik asit (HNOz), ozon (Og), lipid
peroksit (LOOH) gibi oksidanlar olarak adlandirilan maddeler serbest radikaller

smifinda gosterilmezler.

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin sinifladirilmasi

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit o8 Hidrojen peroksit  H202
Hidroksil OH" Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz asit HOBr
Alkolsil RO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO:> Ozon O3
Lipid Peroksil LOO

Oksijenin  kisith  bir miktar1 metabolik olaylar sirasinda oncelikle

mitokondride olmak iizere indirgenme tepkimesine girerek reaktif oksijene
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doniismektedir. Bilinen baslica tiirleri arasinda ise hidroksil, siiperoksit ve hidrojen
peroksit bulunmaktadir. Siiperoksit (O27) ve hidroksil (OH") radikali serbest radikal
grubunda bulunurken hidrojen peroksit (H202) prooksidan igerisinde yer almaktadir

(Navarro ve Boveris, 2004).

Serbest radikallerin genel olarak zararli oldugu bilinse de disiik
konsantrasyonlardaki serbest radikallerin yararli etkileri bulunmaktadir. Ornegin,
ksenebiyotiklerin detoksifikasyonu, kanserli hiicrelerin oldiirtilmesi gibi savunma

mekanizmalarinda ve hiicresel sinyallerin aktivasyonunda rol oynamaktadirlar.

Baslica zararlar1 arasinda ise serbest radikal hasarina asir1 derecede hassas
olan lipidler gelmektedir. Lipidlerle reaksiyona giren serbest radikaller hiicre zarinin
yapisint ve gegirgenligini bozarak hiicreye zarar vererek lipid peroksidasyonunu
gerceklestirmektedir. Lipid peroksidasyonu ise zehirli yan iirlinlerin ¢ok fazla

uretilmesine neden olmaktadirlar.
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Sekil 2.1. Serbest radikallerin neden olduklar1 hasarlar

Reaktif oksijen tiirleri tiim hiicresel molekiillere zarar verebilmek igin
mitokondriyal DNA ve membran lipitleriyle reaksiyona girmektedir. Niikleer DNA
ile kiyaslandiginda mitokondriyal DNA’nin kromatin organizasyonu ile DNA onarim
reaksiyonlarmin olmamasi serbest radikallere karsi daha hassas olmasina neden

olmaktadir (Yakes ve Van Houten, 1997). Stres durumda serbest radikallerin
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konsantrasyonu kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda yiikselerek bitkiye zarar
verecek degerlere yilikselmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmasiyla meydana
gelen lipid peroksidasyonu membran yapisinin bozulmasinda rol oynamaktadir
(McCord, 2000). Bitki zarinda bulunan baslica yag asitleri olan ¢oklu doymamis yag
asitleri singlet oksijen ve hidroksil gibi serbest radikallere olduk¢a duyarlidirlar.
Gergeklesen lipid peroksidasyonu sonucunda bu yag asitlerinin yapist bozularak
membranin akigkanligi ortadan kalkmakta ve hiicrede sizinti artmaktadir. Ayrica

membran proteinlerinde hasar olusmaktadir (Halliwell, 2006).
2.3.1 Reaktif Oksijen Tiirleri

2.3.1.1 Siiperoksit Anyonu (02)

Hem yiikseltgen hem de indirgen olarak gorev yapabilen siiperoksit, elektron tagima
sisteminde (ETS) bulunan molekiiler oksijenin (O2) ferrodoksin ile indirgenmesi

sonucunda meydana gelmektedir.
2 02+ 2 Fdreg = 2 O2™ + 2 Fdox

Bir elektronunu kaybedip oksijene yiikseltgenerek, indirgen gorevini
gergeklestirmis olmaktadir. Elektron alarak hidrojen perokside (H202) doniistiigiinde
ise yiikseltgenmis olmaktadir. Serbest radikal olmasina ragmen tek basina fazla etkili
olmayan siiperoksit, peroksit kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarinin
indirgenmesinin gerceklestirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunun sonucunda
ise hidroksil radikalinin yapim reaksiyonlarini hizlandirmaktadir (Harbinson ve
Hedley, 1993).

2.3.1.2 Singlet Oksijen (*O2)

Ortaklanmamig elektron bulundurmagindan dolay1 radikal olmayan ve O
molekiiliiniin fazla enerji almasindan kaynakli olarak doniis yOniiniin tam tersine
donen bir yoriingeye gegmesiyle, molekiiler oksijenin (O2) nitrik oksit ile
tepkimesiyle ve hidrojen peroksitin (H202) hipoklorit (CIO") ile tepkimesile meydana

gelen serbest radikaldir.

Oncelikli hedefi C-C (karbon-karbon) ¢ift baglar1 olmakla birlikte sistein,

tirptofan, histidin gibi aminoasit yapilarinda olan ¢ift baglardan kaynakli olarak
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meydana gelen elektron yoklugu sonucunda singlet oksijen ile reaksiyona girme

ihtimalleri oldukga yiiksektir.

2.3.1.3 Hidrojen Peroksit (H202)

Oksijen molekiiliiniin enzimatik reaksiyonlar sonucunda indirgenmesi ya da yiiksek
bir katalitik aktiviteye sahip olan siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizlemesi

sonucunda meydana gelmektedir.
202 +2H" > H02 + 02

Paylagilmamis elektron igeriginin olmamasindan dolay1 radikal olmayan
hidrojen peroksit reaktif degildir. Bazi metal iyonlarmin (Fe, Cu) ortamda
bulunmasiyla birlikte hidroksilin onciilii olarak davranmasi oksitleyici tiir olarak
bilinmesini saglamaktadir. Proteinlerde bulunan demir ile tepkimeye giren hidrojen
peroksit, giicli oksitleyici oOzellik icermekte olan reaktif demir yapilarim
olusturmaktadir. Olusan bu reaktif demir yapilari lipid peroksidasyonu gibi tehlikeli
reaksiyonlarin baslamasina neden olabilmektedir. Ayrica karbondioksitin (CO,)
indirgenme reaksiyonunda goérev yapmakta olan ¢ogu enzimin hidrojen peroksite
kars1 asir1 hassas olmasindan dolay1 fiksasyonun zarara ugramamasi igin ortamdan

hemen uzaklastirilmasi gerekmektedir.

2.3.1.4 Hidroksil Radikali (OH")

Hiicre igerisindeki en reaktif oksidant olan hidroksil (OH") ¢ok kararsiz bir
molekiildiir ve oksidasyon sonucunda enzimler ile lipitlere zarar vermektedir.
Hiicrelerin ve 0Ozellikle bitki hiicrelerinin hidroksili eleyebilecekleri bir enzim
sistemleri bulunmadig: igin ¢ok kolay bir sekilde sistemdeki biitiin molekiiller ile
tepkimeye girebilmektedirler. Ayrica fazla iretilmeleri halinde hiicrelerin 6limii

gerceklesmektedir.
Fe (1) + O > Fe (1) + O2
Fe (1) + H202 > Fe (111) + OH- + OH" (Fenton)

H202 + Oz > OH + Oz + OH' (Haber- Weiss reaksiyonu)
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2.4 Oksidatif Stres

Oksidatif stres esas olarak metabolik olaylar sirasinda konsantrasyonu artan serbest
radikallere kars1 siiptiriicii etkisi olan antioksidanlarin yogunlugunun yetersiz kalmasi

sonucunda aralarindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.

Oksidatif stresin artmasi sonucunda meydana gelen reaktif oskijen tiirleri
lipid ve proteinlerin ¢ift bag bulunduran gruplarina ve ayrica DNA’da bulunan
bazlarin igerdikleri ¢ift baglara saldirarak bir hidrojen atomu koparip oksidasyon
reaksiyonlarini olusturmaktadirlar. Bu reaksiyonlarin sonucunda ise lipid, protein,
DNA gibi 6nemli makromolekiillerin yapilart bozularak hiicre o6limii ya da
zedelenmesi gergeklesmektedir. Proteinlerde meydana gelen oksidatif stres
sonucunda peroksit ve protein karbonilleri olusmaktadir. Amino asit igerigi bir
proteinin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesini gosterebilmektedir.
Histidin, metiyonin, sistein, triptofan, tirozin gibi amino asitleri igerisinde
bulunduran proteinler serbest radikallere kars1 daha savunmasiz haldedirler. Ayrica
iceriginde fazla sayida disiilfit bagi ihtiva eden proteinlerin yapisinda kiikiirt
merkezli serbest radikaller olusurmaktadir ve bu yiizden {i¢ boyutlu yapist bulunan
protein denatiire olarak fonksiyonlarini yerine getiremez. Hidroksil radikalinin amino
asitlerin karbon atomlarindan hidrojen koparmas: ile merkezi karbon olan serbest
radikaller olugsmaktadir. Serbest radikalin metilen gruplarindan hidrojen atomu
koparmasiyla birlikte yag asitlerinin oksidasyon reaksiyonu baslamaktadir. Lipid
peroksidasyonu reaktif oksijen tiirlerinin membranlarda bulunan yag asitlerinde
oksidasyona neden olmasiyla birlikte baslamaktadir (Gupta vd, 2014). Lipid
hidroperoksitleri radikal olusumu ve oksikejenin baglanmasiyla birlikte meydana
gelmektedir. Bu siire¢ lipid peroksidasyonunun ilk asamasini igermektedir.
Hidroperoksitlerin yikiminin gergeklesmesi ile malondialdehit (MDA) gibi biyoaktif
aldehitler olusmaktadir. Diffiize olarak ya da metabolize edilerek ise hiicrelerde hasar

meydana getirmektedirler.

Norolojik ve kalp hastaliklari, diyabet en 6nemlisi ise kanser olmak iizere
birgok hastaligin olusumunda oksidatif stres rol oynamaktadir (Berlett ve Stadtman,
1997). ROT konsantrasyonunun artmasina bagli olarak olusan hiicre hasarlarini
engellemek ic¢in enzimler ya da antioksidanlar endojen antioksidan savunma

mekanizmasi olusturmaktadirlar (Sorescu ve Griendling, 2002).
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2.5 Antioksidanlar

Cesitli reaksiyonlar sonucunda meydana gelen serbest radikallerin olusmasini ve
yapilara verecegi hasar1 engelleyebilmek igin viicut igerisinde antioksidanlar olarak

isimlendirilen savunma mekanizmalar: bulunmaktadir.

Bu savunma mekanizmalar1 olusan radikallerle ¢ok hizli sekilde reaksiyon
olusturarak oksidasyonu ve peroksidasyonu onlemektedir (Diindar, 1999).
Antioksidanlar elektron hedefi olusturup serbest radikallerin bu elektrona
baglanmasini saglayarak etki etmektedir (Aydemir ve SARI, 2009). Antioksidanlarin
baglica gorevleri olusan serbest radikallerin fazlasini detoksifiye etmek ve
radikallerin zehirli etkisine karsi hiicreleri korumak ayrica olusabilecek g¢esitli
hastaliklarin  6nlenmesine katki saglamaktir (Pham-Huy vd, 2008). Hiicrelerin
fonksiyonlarin1  eksiksiz bir sekilde gerceklestirmesinde ve biitiinliiklerinin
korunmasinda rol oynamaktadirlar. Serbest radikallerle antioksidanlar arasindaki
denge korundugu siire boyunca organizma serbest radikallerin toksik etkisinden
etkilenmemektedir. Metabolizma igerisinde islenen oksijen farkli etmenlerle aktif
oksijenlerin olusmasi i¢in katki saglamaktadir. Bu aktif oksijenler lipid, karbonhidrat
ve proteinlerin yapisinda bozulmalara yol agmaktadir (Oneng ve Agikgdz, 2005).
Eger oksidatif hasarin olusumundan sonra onarim ger¢eklesmezse kanser basta
olmak tizere kalp hastaliklari, diyabet, alzheimer gibi 6nemli hastaliklarin meydana

gelmesine neden olur (Halliwell ve Gutteridge, 1986).
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Sekil 2.2. Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan nétralize edilmesi (Biiyiik vd,
2012)

Antioksidanlar serbest radikalleri etkisiz hale getirebilmek i¢in dort farkli yol

kullanmaktadir. Bu yollardan ilk olani toplayici etkidir. Toplayic1 etki oksijen
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radikallerini etkileyip onlar tutar ya da olduklarindan daha zayif yeni bir molekiile
gevirerek ektilerini ortadan kaldiran mekanizmadir. Bastirici etki ise radikallere bir
hidrojen vererek onlarin aktivitesini durdurma ya da azaltma sistemidir. Bu sisteme
ornek olarak vitaminler ve flavanoidler verilebilir. Ugiincii etki ise serbest oksijen
radikallerini baglayarak onlarin zincirlerini kirip aktivitelerini durduran zincir kirici
etkidir. Hemoglobin ve mineraller bu etkiye sahip maddelerdir. Son olarak ise olusan

hasarin onarildig1 onarici etkidir.
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Sekil 2.3. Oksidatif denge ve oksidatif hasarmn hiicre igeriklerine etkisi (Ozcan vd,
2015)

Viicudu korumak igin serbest radikalleri etkisizlestirmek, oksidan/antioksidan
dengesini korumak ig¢in gorev yapan antioksidanlar endojen ve ekzojen
antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir (Gupta vd, 2014). Ayrica, endojen
antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olmak iizere iki gruba, eksojen
antioksidanlar ise vitamin eksojen, ilag olarak kullanilan ekzojen ve gidalarda

bulunan ekzojen antioksidanlar olmak {izere ii¢ gruba ayrilmaktadir.

Nonenzimatik antioksidanlar serbest oksijen radikalini yakalayan ve serbest
radikal zincir tepkimelerini kiran bilesiklerdir (Ou vd, 2002). Ornek olarak ise
mannitol, sistein, hidrokinin, melatonin, koenzim Q10, selenyum, ¢inko, A, C ve E
vitaminleri, flavanoidler, tokoferoller, askorbik asit enzimatik olmayan
antioksidanlar grubunda yer almaktadir (Jung, 2004). Enzimatik antioksidanlar; var
olan serbest radikallerle tepkimeye girerek bu radikallerin daha zararli hallere

doniismelerini ve yeni serbest radikallerin olusmasini Onleyen maddelerdir.
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Antioksidan enzimler genel olarak serbest radikallerin proteinler, lipidler ve DNA
gibi hiicresel yapilara zarar vermesini engellemenin yaninda bir hiicresel bolgeden
digerine geg¢isini de Onleyebilirler (Diplock, 1998). Enzimatik antioksidanlar
stiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APx), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), gualikol peroksidaz (GPx), glutatyon s-
transferaz (GST), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve katalaz (CAT) olarak
bilinmektedir (34).

2.5.1 Enzimatik Antioksidanlar

2.5.1.1 Askorbat Peroksidaz (APx: EC 1.11.1.11)

Askorbat peroksidaz enzimi hidrojen peroksitin (H202) suya indirgenme tepkimesini
gerceklestiren enzimdir. Ayrica bu tepkimedeki en 6nemli substrat olan askorbata
biiyiik afinite ve oOzgillik gostermektedir (Asada, 1992). Genellikle organik
substratlarin hidrojen peroksite bagimli oksidasyonlarmni gergeklestiren heme igeren

peroksidaz grubunun bir iiyesidir.

Askorbat peroksidaz zincir kirict roliinii istlenip siiperoksit anyonu basta
olmak iizere singlet oksijen ve hidrojen peroksit ornekleri gibi genis bir reaktif
oksijen tiirtinii detoksifiye edebilmektedir. Ek olarak metal iyonuna sahip enzimlerin
fonksiyonlarint korumasinda ve fotosentezin diizenlenmesine ek olarak 1s18a karsi

korunmada 6nemli roller iistlenmektedir (Karacif, 2012).

1979 yilinda ilk olarak askorbat bagimli peroksidaz aktivitesi (Kelly, 1979),
peroksidaz aktivitesinin yaban turpu bitkisi tizerindeki ilk gozleminden yaklasik
olarak 150 yil sonra bulunmustur. En 6nemli antioksidanlardan biri olan askorbat
stiperoksit, hidroksil radikalleriyle direkt olarak tepkimeye girebilmektedir (Shigeoka
vd, 2002). Askorbat peroksidaz enzimi ise hidrojen peroksiti iki molekiil askorbat
kullanarak suya pargaladiktan sonra mododehidroaskorbat (MDHA) meydana
getirmektedir (Kumar vd, 2011).

2 Askorbat + H2O2> - 2 Monodehidroksiaskorbat (MDHA) + 2H,0

Askorbat peroksidaz enzimi hiicre igerisinde dort farkli sekilde
gozlenmektedir. Bunlar kloroplast stromasinda (sAPX), tilakoyide bagli olarak
(tAPx), sitosolik (CAPX) ve son olarak glioksizom membraninda (gmAPX) olmak
tizere ayrilmaktadir (Noctor ve Foyer, 1998). Sitozolik askorbat peroksidaz enzimi

23



sitozolde ve apoplastta meydana gelen veya organellerden difiizyon gergeklestiren
hidrojen peroksiti giderirken, organellerde bulunan askorbat peroksidaz ise
organellerin igerisinde olusan hidrojen peroksiti ortadan kaldirmaktadir (Mittler ve
Zilinskas,  1992).  Askorbat  peroksidaz  enzimi  glutatyon rediiktaz,
monodehidroaskorbat rediiktaz ve dehidroaskorbat rediiktaz ile birlikte antioksidan
metabolitler olan glutatyon, askorbat ve NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotit
Fosfat) kullanarak askorbat-glutatyon dongiisiinii olusturmaktadir. Olusan bu dongii
hidrojen peroksitin hiicresel seviyede regiilasyonu ve detoksifikasyonu i¢in 6énemlidir
(Noctor ve Foyer, 1998). Bu enzim birgok yiiksek bitkide tanimlanmis olup sitozol,
Kloroplast, peroksizom ve mitokondri dahil hiicre bolmelerine dagilmis ve farkli
Ozelliklere sahip izoenzimler ailesini i¢ermektedir (Shigeoka vd, 2002). Yiiksek
yapili bitkilerde APX, bitki gelisimi esnasinda ve farkli gevresel stresler altinda
hidrojen peroksitin diizenlenmesi mekanizmasinda 6nemli bir unsurdur. Bunlara ek

olarak ise APx okaryotik alglerde de bulunmaktadir.

Sekil 2.4. Askorbat peroksidaz enziminin {i¢ boyutlu yapist (Guimero vd, 2013)

Nitrok oksit (NO) tiirevli molekiillerin aracilik ettigi post translasyonel
modifikasyonlar hedef proteinlerin islevlerini degistirip diizenleyebildikleri i¢in yeni
bir arastirma alam haline gelmistir. Elde edilen proteomik wveriler, askorbat
peroksidazin post translasyonel modifikasyonlarin potansiyel hedeflerinden biri

oldugunu gostermistir (Shigeoka vd, 2002).
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2.5.1.2 Gualikol Peroksidaz (GPx: EC 1.11.1.17)

Gualikol peroksidaz enzimi hem metabolik olaylar sirasinda hem de stres kosullar
altinda elektron vericiler kullanarak hidrojen peroksiti ya da organik peroksitlerin
suya veya alkollere doniisme reaksiyonlarimi gergeklestiren (Herbette vd, 2007),

baslica hiicre duvarinda ve sitoplazmada bulunan enzimdir (Demiral, 2003).

Farkli reaksiyonlar sonucu organizmalarda olusan hidrojen peroksitin
oksitleyici 6zelligi bulundugu i¢in ortamdan hizlica uzaklastirilmas: gerekmektedir.
Bu islemin gergeklestirilmesi gorevi ise katalaz ve peroksidaz enzimleri gibi
antioksidan enzimler tarafindan yapilmaktadir (Halliwell, 1984). Hiicre igerisinde
katalazlar tarafindan diizenlenen hidrojen peroksit konsantrasyonu, peroksidazlar
tarafindan hiicrenin farkli yerlerinde gergeklestirilmektedir (Scandalios vd, 1994).
Gualikol, pyragallol, katekin, katekol gibi bilesikleri elektron dondrii olarak
kullanarak peroksitlerin oksidasyon reaksiyonunu kontrol etmektedirler (Onsa vd,
2004). Gualikol peroksidazlar hidrojen peroksitlerin, lipit hidroperoksitlerin
konstantrasyonlarin1 azaltmada ve oksidatif stres durumda bitkilerin korunmasinda
gorevli farkli izozimleri bulunan genis bir aileye sahiptir. Gualikol peroksidaz sitozol
ve vakuolde aktif olarak bulunmasindan dolayi hidrojen peroksitin g¢ikartilmasi
isleminde anahtar enzim olarak tanimlanmaktadir. 1809 yilinda at turpundan
karakterize edilen enzim igin yapilan renk reaksiyonunda guaikol ilk defa substrat
olarak kullamlmugtir. lerleyen yillarda yapilan calismalar sonucunda ise
peroksidazlarin reaksiyonlar1 katalizleme sekilleri ortaya cikartilmigtir. Hidrojen
peroksitin indirgenip, peroksidaz enziminin substrat olarak kullanmis oldugu
guaiakoliin yiikseltgenme yapisi 3,3-dimetoksi-4,4 bifenokinon olarak bulunmustur
(Doerge vd, 1997).
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Sekil 2.5. Gualikol peroksidaz enziminin ii¢ boyutlu yapisi (Murphy vd, 2012)

Gualikol peroksidazin aktivitesinin tayin edilebilmesi i¢in guaiakol
tetraguaiakol olusumunu izlemek yeterli olabilmektedir (van Doorn ve Ketsa, 2014).
Bu durum gualikol peroksidazin gevresel strese karsi tepki olarak 6nemli rol almasi
ve kolorimetrik yontemle kolayca belirlenebilir olmasi1 nedeniyle, bitkinin ¢evresel
strese tepkisinin degerlendirilmesinde yeni ve iyi bir parametre olabilir (Gallie,
2013). Ayrica, gualikol peroksidazin kahve (Queiroz vd, 1998), salatalik (Lee ve
Lee, 2000), misir ve piring gibi bitkilerin ¢evresel kosullarindaki degisikliklere
duyarli oldugu gozlenen diger calismalar tarafindan da dogrulanmistir (Kang ve
Saltveit, 2002). Bunlara ek olarak guaiakol peroksidazin stres altinda bulunan
Capsicum annuum L. (biber), Pisum sativum (bezelye) gibi bir¢cok bitkide savunma
roliinii Gistlendigi bildirilmistir (Aydin vd, 2012).

Bitkilerde hiicre duvar proteinlerinin baglanmasi1 (Fry, 1986), indol asetik
asitin (IAA) ayarlanmas: (Agostini vd, 1997), savunma mekanizmalar1 (Bartonek-
Roxa vd, 1991), ¢imlenme (Morohashi, 2002), lignin sentezi (Duarte-Vazquez vd,
2000), oksidatif stres (Hiraga vd, 2001) gibi bir¢ok ©nemli fonksiyonlarda

peroksidaz enzimleri gérev almaktadir.

2.5.1.3 Glutatyon S-transferaz (GST: EC 2.5.1.18)

Dogada her yerde izoenzimi bulunmakta olan ve hem prokaryot hem de o6karyotik
organizmalarda tespit edilen glutatyon S-transferaz enzimi yaklasik olarak 223

aminoasitten olusmakta ve fazla sayida gen tarafindan kodlanmaktadir. GST enzimi,
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a / B yapisinda ve proteinin N-terminal bolgesinde yer alan GSH baglanma bolgesi
(G bolgesi), birgok hidrofobik yapimin baglandig alan 1l (H bolgesi) olmak tizere iki
alan1 baglayan kisa amino asit rezidiilerinden olusmaktadir (Bucciarelli vd, 1999).
Ayrica boceklerde, bitkilerde, memelilerde de varligi gozlemlenmistir (Sherratt ve
Hayes, 2002). ilk defa sigan karacigerinden Boyland ve arkadaslari tarafindan
saflastirilmistir ve molekiil agirligi 20.000-25.000 dalton degerinde bulunmaktadir
(Hayes vd, 2005). Indirgenmis glutatyon siilfiir atomu ile substrat arasinda tioester
bag1 yaparak glutatyonun elektrofilik merkez iceren ksenobiyotiklere doniismesini
katalizleyebilmenin  yanisira  (Mannervik,  1985)  diger  kimyasallarin
detoksifikasyonunda yer alarak énemli bir rol iistlenmektedir (Singh vd, 1987). Bu
reaksiyonlarin birikiminde bir takim GST izoenzimleri, hidroperoksitlerin azaltilmas1
(Ketterer vd, 1990) ve doymamis bilesiklerin izomerlestirilmesi olmak tizere

glutatyona bagl ¢esitli katalitik aktiviteleri ortaya ¢ikarmaktadir (Benson vd, 1977).

GSH konjugasyonunu katalizlemek i¢in aktivasyon enerjisini diigiiren GST,
baz katalizor fonksiyonu olarak tirozin ile GSH’nin GS’ye donistiiriilmesi igin hizi
arttirmaktadir. Detoksifikasyon mekanizmasindaki son iriin merkapturik asit
yolunun ilk adimi olarak kesenobiyotiklerin ortadan kaldirilmasina bagli glutatyon
konjugasyon reaksiyonudur. Glutatyon S-transferaz enzimi bu basamagi
katalizleyerek homeostasiyi olusturan bir enzimdir. GST’ler amino asit igeriginin
benzerligine, substrat spesifikligine bagli olarak sitozolik, mikrozomal ve
mitokondriyal aile olmak {lizere ii¢ ayr1 iiyeye ayrilmaktadir. Bunlarin igerisinde
bulunan bes sinif sitozoliktir ve a, p, m, 0 ve « olarak adlandirilmaktadir. Diger iki
siif ise mikrozomaldir. Sitozolik ailede bulunan GST’ler insan popiilasyonlarinda
anlamli genetik polimorfizmlere bagimhidir (Townsend ve Tew, 2003). Endojen
bilesiklere ek olarak ksenobiyotiklerin transformasyonunda etkili bir rol
oynamaktadirlar (Wilce ve Parker, 1994). Sitozolik GST’lerin tiimiinde homodimer
ve heterodimer birimleri 24-28 kDa biiyiikligiinde molekiiler agirliga sahip olmakla
birlikte, X-1s1m1 kristalografi sonuglarina goére o, p, m, B, 6 monomerleri fizyolojik
olarak birbirine benzemektedir. Alfa (o), mii (p), pi (1) monomerleri ilag
metabolizmasinda goérev alirken teta (6) formu bitkilerde ve hayvanlarda, pi () ise
sadece bitkilerde yer almaktadir (Jowsey vd, 2001).

Mikrozomal GST’ler integral membran proteinler olup peroksizom

organlinde bulunmaktadirlar. Arasidonik asit (ARA, CxH320,) metabolizmasinda
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glutatyona bagimli olarak izomeraz ve transferaz tepkimelerini diizenlemektedir. Ug
boyutlu yapilart sitozolik GST enzimleri ile yapisal farkliliklar gostermelerinden
dolayr mitokondriyal GST yapilari ve primer yapilar1 farklidir. Mikrozomal
GST’lerin izoenzimlerinin amino asit dizilimleriyle birlikte izoelektrik noktalari

birbirinden farkliliklar géstermektedir.

Sekil 2.6. Glutatyon S-transferaz enziminin ti¢ boyutlu yapist (Reinemer vd, 1996)

Glutatyon S-transferaz enzimleri ayrica hiicre iginde hidrofobik ligandlarin
taginmasi, zehirlerin detoksifikasyonu, sinyal iletim yollarmin degisiklige ugratilmasi
gibi katalitik olmayan bir¢ok fonksiyonlari igerisinde barindirmaktadir (Takahashi
vd, 1993). GST Katalitik aktivetelerinin temeli olarak ise bu enzimlerin GSH’nin
aktif bolgeye baglanirken glutatyon siilthidril grubunun pKa’simni 9’dan 6-6,5
degerlerine diisirme yetenegine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Armstrong,
1994). Ayrica GSH molekiiliine substrat taniminda olmayan ligandlarin baglanarak
tasinmasini  gerceklestirmektedir. GST’lerin en Onemli gorevi arasinda o, [-
doymamus aldehitler, alkil halojentirleri igeren endojen/ekzojen kaynakli alkilleme
ajanlarin  detoksifikasyonunu  saglamaktir (Huang vd, 2008). Ayrica,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna ek olarak dokularin oksidatif stres karsisinda

koti etkilenmelerinden korunmasi i¢in 6nemli rol oynamaktadir.

Ksenobiyotikler viicutta biriktigi zaman DNA hasar1 basta olmak lizere doku
hasari, mutasyon, kanser gibi tehlikeli metabolik sorunlart dogurmaktadir.
Detoksifikasyon reaksiyonlari genel olarak enzim ya da ¢esitli molekiiller yardimryla

ksenobiyotiklerin etkilerinin durdurulup zararsiz hale getirilerek viicut disina atilmasi
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mekanizmasidir. Bu mekanizma faz |, faz 1l, faz I1I reaksiyonlar1 olmak iizere ii¢
gruba ayrilmaktadir (Hayes vd, 2005). Faz I reaksiyonlari lipofilik degisimleri igeren
oksidasyon, hidroliz ve rediiksiyon olaylarini igerisinde barindirmaktadir. Faz I
reaksiyonlarinda  karsinojenlerin  reaktiflikleri  bozularak zararsiz iiriinlere
dontistiiriilir ve viicuttan atilmaktadirlar. GST enzimi faz II reaksiyonlarinda gorev
yapmaktadir ve birinci asamada olusturulan maddeler bu adimda hidrofilik
maddelere ¢evrilerek viicut disina atilmaktadirlar (Yu, 2004). GST'ler, bilesikleri
suda daha ¢oziiniir hale getirmek i¢in GSH'nin bir siilfhidril grubu (-SH) tarafindan
cok cesitli substratlar {lizerinde elektrofilik merkezlere konjugasyonunu katalize
etmektedirler (Giilgin vd, 2016). Gergeklesen bu reaksiyon sonrasinda suda
¢oziinebilir duruma gelen zararli maddeler safra ve bobrek yollariyla kolay bir
sekilde viicuttan atilmaktadir. Faz III’te ise suda daha fazla ¢6ziinebilen ve polar

olmayan ksenobiyotikler viicut digina atilmaktadir.

Ek olarak GST’nin indirgeyici giicii membran bilesenlerini peroksidasyon
etkisinden korumaktadir. Aldehit yapisinda bulunan lipid peroksidasyon
triinlerinden  olan  4-hidroksi  alkenalleri GSH ile konjiige edilerek
etkisizlestirilmektedir. Ayrica sitoplazma igerisinde tirozin parcalanmasinda ve

flavanoidlerin baglanmasinda rol oynamaktadir (Dixon vd, 2002).

2.5.1.4 Glutatyon Rediiktaz (GR: EC 1.8.1.7)

Glutatyon molekiilii protein yapisinda olmayan, glutamat (Glu), sistein (Cys), glisin
(Gly) olmak {iizere ii¢ adet aminoasitten olusan ve sitoplazmada sentezi gerceklesen
hiicrede en fazla bulunan tiyoldiir (Appenzeller-Herzog, 2011). Sitoplazma igerisinde
GSH/GSSG oram1 100:1 degerinde olacak sekilde sentezlenmektedir. Protein
yapisinda bulunmamasinin nedeni ise glutatyon molekiiliiniin aminoasitler
kullanilarak ~ sentezlenmesi esnasinda glutamik asitin  (CsHoNO4), sistein
aminoasidine farkli taraftan peptit bagiyla baglanmasindan kaynaklanmaktadir
(Kuchel ve Ralston, 1988). Suda ¢6ziinebilme 6zelligi bulunan glutatyon hiicre
diizeyinde birden fazla gdrevi yerine getirmektedir (Lushchak, 2012). 1888 yilinda
ilk olarak Ray-Pailhade isimli bilim insanlar1 tarafindan mayalarda tespit edilen

glutatyonun 1935 yilinda kimyasal yapisi bulunmustur.

Glutamatin y-karboksil grubuna peptit bag1 gergeklestirerek sisteinin amino

grubu baglanmistir. Bu bagin sayesinde GSH nin hiicre i¢i peptidazlarin etkisinden
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korundugu tahmin edilmektedir (Wu vd, 2004). Yapisinda bulundurmus oldugu -SH
(siilfhidril) grubundan dolayr GSH isimlendirmesi yapilabilmektedir. Bu grubun
varligi sayesinde hiicreleri oksitleyicilerin zararlarindan koruyabilmektedir. Ek
olarak igermis oldugu bu ayricaliklar sayesinde glutatyonun hiicre igerisindeki
kararliligi artmaktadir (Meister, 1988).

Glutatiyon rediiktaz, prokaryotik ve dkaryotik organizmalarda bulunan, bitki
hiicrelerini reaktif oksijen tiirlerinin olusmasiyla indiiklenen oksidatif hasardan
korumak igin okside edilmis glutatyonu (GSSG), rediikte glutatyona (GSH)
katalizleyebilen nemli bir NADPH bagimli flavoprotein oksidorediiktazdir.

GSSG + NADPH - 2GSH + NADP*

Mol kiitlesi ise 70.000-140.000 dalton arasinda farklilik gostermektedir. 1931
yilinda farkli hayvanlardan alinan karaciger dokusu iizerinde gerceklestirilen
calismalar sonucunda okside glutatyonu indirgeme yetenegine sahip sistemin varligi
bulunmustur (Hopkins ve Elliott, 1931). Hemen sonrasinda 1932 yilinda ise glukoz
dehidrogenaz (G6PD) enziminin glukoz varliginda GSSG’yi indirgedigi
gozlemlenmistir (Mann, 1932). 1935 yilinda ise bulunan bu indirgeyici sistemin
enzim-koenzim yapist oldugu maya ile c¢alisilarak anlagilmistir (Meldrum ve Tarr,
1935). 1951 yilinda ise bezelye ve bugday tohumlarinda glutatyon rediiktazin, okside
glutatyonun indirgenme tepkimesini gergeklestirdigi bildirilmistir (Mapson ve
Goddard, 1951). Cimlenmis bezelyeler tizerinde 1963 yilinda yapilan ¢alismada ise
ilk olarak enzimin biyolojik ve fizyolojik ozellikleri belirlenmistir (Mapson ve
Isherwood, 1963).

Glutatyon rediiktazin optimum pH’si organizmalara gore farklilik
gostermekle birlikte fizyolojik pH degeri 7.5 olarak bulunmustur (Alkaladi vd,
2013). Enzimin aktivitesi ise farkli tampon sistemlerinde 5.0-10.0 pH araliginda
gerceklestigi bildirilmistir (Tandogan ve Ulusu, 2007).

Elektriksel alanda molekiiliin hareket etmedigi, pozitif ve negatif yiikiiniin
sifir oldugu pH derecesi izoelektrik nokta (plI) olarak tanimlanmaktadir. Glutatyon
rediiktaz enziminin izoelektrik noktasi hayvansal dokularda daha yiiksek oldugunun
bildirilmesiyle birlikte bezelyede 5.4, fare karacigerinde 6.4, insanda ise 6.7

degerinde bulunmustur (Romero-Puertas vd, 2006).
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Sicakliga bagl olarak glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesi degismektedir.
Enzimin verimli olarak calistig1 sicaklik degerinin tepe noktasi 60 °C oldugu ve
sicaklik degerinin yiikselmesiyle birlikte enzimin aktivitesinin distiigii bildirilmistir
(Ulusu vd, 2005). Bitkilerde GR enziminin aktivitesi 20 ile 55 derece arasinda
gerceklesirken, enzim bitki sistemlerinde ekstrem sicaklik sartlarina oldukca

direnglilik gostermektedir (de Lamotte vd, 2000).

Sekil 2.7. Glutatyon rediiktaz enziminin ti¢ boyutlu yapisi

Pentoz fosfat yolunda diretilen ve indirgeyici oOzellige sahip NADPH,
reaksiyonun gerc¢eklesmesi igin gereklidir. NADPH, okside glutatyon gibi glutatyon
rediiktazin substratidir. Reaksiyon sonucunda ise GSH ve NADP+ firiinleri
olusmaktadir. GR enzimi hiicresel redoks dengesinde kritik rol oynayan bir enzim
olmakla birlikte GSH/GSSG oranii ayarlayarak bitki hiicrelerini oksidatif stresin
hasarindan korumaktadir (Gill vd, 2013). Glutatyon rediiktazin en 6nemli gorevi
hiicredeki GSH/GSSG (100:1) dengesinin stabil kalmasini saglamaktir. Bu orandaki
artan ya da azalan denge miktar1 sonucunda hiicre igerisinde oksidatif stres

olusmaktadir.

Glutatyon (GSH) biyosentezi ve okside glutatyonun (GSSG) glutatyona
indirgenmesi olmak iizere temel iki adet biyokimyasal reaksiyonla korunmakta olan
ve oksidatif stres kosullarinda azalan GSH/GSSG orani hiicre i¢i redoks
durumlarmin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Pentoz fosfat yolundan elde

edilen NADPH, biyokimyasal reaksiyonlarin baglamasi igin gereklidir. Bu asamada
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glutatyon rediiktaz ile G6PD (glukoz-6-fosfat dehidrogenaz) arasinda iliski meydana
gelmektedir. Eger burada G6PD enzimi ¢alismazsa NADPH iiretimi ger¢eklesmez.
Bunun sonucunda ise GR enziminin aktivitesinin diismesinden dolayr GSH
olusumunun artmasiyla sonu¢lanmaktadir (CIFTCI vd, 2000). Bu reaksiyon
Zincirinin kusursuz bir sekilde caligmasi gen regiilasyonu, ROS ve serbest
radikallerin detoksifikasyonu, DNA biyosentezinin gergeklesebilmesi i¢in gereklidir
(Tung vd, 2015).

Reaktif oksijen siipiiriicii olarak anahtar enzim olan glutatyon rediiktaz (GR),
GSSG’yi indirgeyip GSH’ye katalizlerken, glutatyonun disiilfiir bagina NADPH’den
alinan elektronlar direkt olarak baglanmamaktadirlar. Oncelikle FAD’a (Flavin
adenine dinucleotide) baglanan elektronlar sonrasinda ise disiilfiir kopriisiine
gonderilerek okside glutatyona baglanmasi gerceklesmektedir. Glutatyon rediiktaz
enzimi FAD baglayici, NADPH baglayici ve ara yiiz olmak tizere baslica {i¢ boliim
icermektedir. Yapisal olarak FAD ve NADP+ alanlart hem birbirlerine hem de
dehidrogenazlardaki niikleotid baglayici alanlara benzerlikler gostermektedir
(Iribarne vd, 2000).

Glutatyon rediiktaz ve glutatyon eksikliginin sonucunda hiicrede oksidatif
stres olugsmasi kaynakli kistik fibroz, orak hiicreli anemi, HIV, Parkinson, Alzheimer,
sizofreni, epilepsi, kanser gibi bir¢ok ciddi hastaligin olusumu gergeklesmektedir
(Townsend vd, 2003). Hemolitik anemi, sarilik hastaliklar1 glutatyon rediiktaz

eksikliginin en 6nemli belirtecleri olarak bilinmektedir (Kamerbeek vd, 2007).
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3. DEFNE BITKISI (Laurus nobilis L.) ve OZELLIKLERI

Ulkemiz, aromatik ve tibbi bitkiler acisindan diinyanin en zengin iilkeleri
arasindadir. Ulkemizde endemik olarak bulunan bircok bitki tiirii aromatik ve tibbi

acidan yiiksek degere sahiptir (Baydar, 2009).

Akdeniz bitki Ortlistiniin goriildiigii bolgelerdeki bitkiler arasindan gelir
bakimindan en yiiksek degere sahip bitki olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bitkinin
meyvelerinden ve yapraklarindan faydalanilmasi diger bitkilerden farkli olmasinda
etkilidir. Akdeniz bolgesinden diger bitkilerin sadece meyvesinden gelir
edilebilmektedir. Defne bitkisi orman yan iiriinii kategorisine girmektedir ve bu
bitkiden elde edilmekte olan defne sabunu, defne yagi ve defne yapragi onemli
ihracat kaynagi olmakla birlikte diinya ihracatinda ilkemizin %95’lik pay1
bulunmaktadir (129).

Cizelge 3.1. Defne bitkisinin taksonomik siniflandirmasi

Alem Plantea
Bo6lim Magnoliphyta
Sif Magnoliopsida
Takim Laurales
Familya Lauraceae
Cins Laurus

Diinyanin 6nde gelen tiiketici iilkeleri olan Amerika Birlesik Devletleri,
Almanya, Polonya, Japonya, Ingiltere, Fransa, Kanada gibi iilkelere defne ihracatini
Tiirkiye karsilamaktadir. Defne bitkisinin dneminin anlasilmasi iizerine artan defne
yapragi talebi lizerine iilkemizin ihracat toplami 2005 yilindan 2020 yilana kadar
yaklagik olarak 3-4 kat artmistir. 2005 yilinda defne yapragi ihracatindan elde edilen
gelir 10 milyon dolar seviyesindeyken giiniimiizde bu deger 40 — 50 milyon dolar
bandina yiikselmistir. Ayrica defne bitkisinden elde edilen yan iiriinler ihracat
gelirlerine eklendigi zaman iilkemizin defne bitkisinden elde ettigi yillik gelir 100

milyon dolarin iizerine ¢ikmaktadir.
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B |hracat (3)*1000 Ithalat ($)*1000

Sekil 3.1. Defne deger zinciri kalkinma raporu (Anonim, 2018)
3.1 Botanik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Akdeniz Defnesi, Defnegiller (Lauraceae) familyasinda bulunan 40 farkli cins
arasinda en onemlisi olan Laurus cinsine ait olup tropik ve subtropik bolgelerde
yetisme gostermektedir. Yapisal olarak genellikle 10 metre yiikseklige kadar uzama
gosterebilen Akdeniz defnesinin tepe kismi yuvarlak ve sik dalli bir agagtir. Gévde
rengi siyaha yakin koyu gri olan bu bitkinin kabuk formu diizgiin yapidadir. Yaprak
ylizeyi tliysiz olan bu bitkinin geng siirgiinleri ilk baslarda yesil renkte olup
sonrasinda kirmizi siyah renklerde goriilmektedir. Yaprak boylar1 5 ila 10 cm
arasinda degisiklik gosterebilirken sekil olarak eliptik yapidadir. Yapraklarin sap
bolgeleri kalin olup kisa ve saglamdir. Geng yapraklar oncesinde agik kirmizimsi
renk gosterirken zamanla koyulasarak yesil renge donmektedirler. Yapraklarinda
aromatik bir koku bulunduran defne bitkisinin yapraklarinin alt kisimlarinda kiigiik

demetler halinde ¢i¢ekler bulunmaktadir.

Yapraklarindan elde edilen ekstratlarla yapilmis olan fitokimyasal analizlerin
sonucunda yapisinda ugucu yaglar, flavonoidler, tanenler, alkaloitler, vitaminler ve
minerallerin bulundugu sonucuna varilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin igeriginde
ise 1-8 sineol, Ogenol,linalool ve pinenlerin varhigina rastlanmistir. Bu ugucu
bilesiklerin ise antimikrobiyal, antikanser, ve antifungal etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica yapraginda %0,5 - %4,7 oraninda eterik yag bulunmaktadir ve
bulunan bu yagin kalitesi bitkinin yetismis oldugu bdlgeye gore farklilik

gosterebilmektedir.
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Yapraklarinin yanisira defne meyveleri de oldukca yiiksek degerlerde yag
icermektedir. Meyvelerinden elde edilen yagin igeriside baslica %54 oraninda
lauruik asit, linoleik asit (%17), oleik asit (%15) ve palmitik asit (%5) olmak {izere
yag asitleri bulunmaktadir. Defne meyveleri igerisinde yaklasik olarak % 0,4
oraninda esansiyel yag igermektedir. Esansiyel yag igeriginde ise baslica ise 1-8

sineol, B- okimen, bisiklojermakren maddeleri bulunmaktadir.

3.2 Dogal Yayihisi

Defne bitkisi genis bir alana yayilmis olsa bile esas olarak anavatani Anadolu’dur.
Antik devir olmak iizere gecmis donemlerde Anadolu’dan yayilarak Akdeniz’in tim
kiyilarina ulagsmistir. Giinlimiizde ise Akdeniz ikliminin gostergesi olarak sayilabilen
bir bitki tiirii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ispanya, Fransa, Kuzey Afrika basta ve
yerli olarak bulunmasi {izerine Portekiz, Yunanistan Libya gibi iilkelerde de varligini

gostermektedir.

Ulkemizde ise genis bir yayilim alanma sahip olan defne bitkisi, basta
Karadeniz kiyilar1 olmak iizere Antalya, Mersin, Hatay, [zmir, Mugla ve Bursa’da
karsimiza ¢ikmaktadir. Ulkemiz igin defnenin toplam yayilis alan1 131,862 hektar
olarak belirlenmis olup tahmini verim degeri ise 12,201,326 kg/yi1l olarak

hesaplanmustir.

Sekil 3.2. Defne bitkisinin Tiirkiye’de yayilim alanlar1 (Davis, 1970)
3.3 Kullanim Alanlar ve Literatiir Ozeti

Defne bitkisinden elde edilen en 6nemli iiriin yag1 ve esansi olmakla birlikte viicut

parazitlerini 6ldiiriicii ve romatizmal agrilarin dindirilmesi amaciyla merhem haline
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getirilerek kullanilmaktadir. Yapraklarmin ve meyvelerinin sulu ekstratlart bitkisel
ilaglarin igerisinde ve norolojik, trolojik, dermatolojik hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapraklarinin bozulmay1 oOnleyici etkisinin
olmasindan kaynakli olarak ise gida sanayisinde koruyucu madde olarak ve gesitli
baklagillerin kurtlanmasinin engellenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Meyvelerden
elde edilen yag seker hastaliginda tedavi amagl kullanilmasina karsilik prina yagi ile

karistirilarak defne sabunu elde edilmektedir (Diizenli ve Karadmerlioglu, 2012).

Defne yapraklarmin kurutulmus hali gida endiistrisinde basta balik ve et
konservelerinde tatlandirici  ve baharat olarak kullanilmak {izere zeytin
depolanmasinda, kurutulmus meyverlerin  bozulmasinin  engellenmesi  ve
tazeliklerinin korunmasi amaciyla uygulanmaktadir. Yapraklarindan elde edilen

esansiyel yaglar temizlik ve parfiimeri sektoriinde kendisine genis bir alan bulmustur.

Icerisinde bulunan esansiyel yaglarin gram (+) ve gram (-) olmak iizere ¢esitli
ve genis mikroorganizma varligini inhibe etmesi ve antimikrobiyal, antifungal,
antiflmatuvar antioksidan 6zellik tasimasi bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmis ve bitki
lizerine ¢aligmalari arttirmistir. Defne yagmin igerisinde bulunan 1,8-sineol ve
terpineol bilesikleri Quarum Sensing mekanizmasinin inhibitorii olarak gorev
yaparak basta bakteriler olmak tiizere ¢ogu mikroorganizmanin yayilmasini
engelleyerek viriilens faktor salgilamalarin1 6nlemektedir (TOPUZ ve MADANLAR,
2006).

Conforti ve arkadaslar1 defne bitkisinin yapraklarindan elde edilen esansiyel
yagin antioksidan kapasitesini incelemek icin 2009 yilinda sigir beyninde g¢alisma
yapmiglardir. Yapilan bu calisgma sonucunda sigir beyninde yiiksek miktarda
antioksidan aktivite belirlenmistir ve defneden elde edilen esansiyel yagda yiiksek
antioksidan kapasite belirlenmistir (Conforti vd, 2006).

2009 yilinda ElI Malti ve H. Amarouch isimli bilim insanlarimin yapmis
oldugu calismada defne bitkisinin yapragindan elde edilen esansiyel yagin oksidatif
stres lizerine etkisini incelemislerdir. Bu galismada kullanilan Swiss albinos tiirti
farelerin karacigerlerine oksidatif stres ile hasar verildikten sonra esansiyel yag
uygulamasi gergeklestirilmistir. Deney sonucunda ise defne yaginin toksik etkiyi
azalttigi ve hasarli olan karacigerlerin onarildigi gozlemlenmistir (EI Malti ve

Amarouch, 2009).
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2019 yilinda Duletic-Lausevic ve arkadaslari defne ve feslegen bitkisinin
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitesini incelemek tizere
calisma yapmislardir. Aktivitenin belirlenebilmesi i¢in yapilan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil), toplam indirgeme giicii (TRP) inhibisyon deneyleri sonucunda defne
bitkisi ekstrakti yiiksek antioksidan aktivite sergilemistir (Duleti¢-Lausevi¢ vd,
2019).

Defne bitkisinden elde edilen esansiyel yagin antibakteriyel o6zelligini
arastirmak amaciyla Hussein ve arkadaslarinin hastane enfeksiyonlarinda ¢ok etkili
rol oynayan bir bakteri tiirii olan Staphylococcus aureus ile Escherichia coli tizerinde
2019 yilinda bir ¢calisma yapmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen veriler 1s1g1nda
kullanilan esansiyel yagin iki bakteri tiirlinii de inhibe ettigini bildirmislerdir

(Hussein vd, 2019).

Insan metabolizmasinda viicudun oksijen kullanimindaki bazi reaksiyonlar
sonucunda aktif oksijen formlar1 olusmaktadir. Insan saghig1 bakimindan antioksidan
fonksiyonlar1 ile 6n plana ¢ikan maddeler E ve C vitaminleri, karotenoidler ve
fenolik maddelerdir. Defne bitkisi, fenolik maddelerce ¢ok zengin igerige sahip bir
bitki tiirtidir.

Giliniimiiziin en biiylik sorunlarindan olan degisen iklim kosullarina bagl
olarak gerceklesen kuraklik ve beraberinde getirdigi topraktaki tuzluluk oraninin

artmasi bitkilerin yagam kosullarin1 etkilemektedir.

Bu calismada, sera kosullar1 altinda tuzluluk ve kuraklik stresine maruz
birakilarak yetistirilen defne bitkilerinde, glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon s-
transferaz (GST), gualikol peroksidaz (GPx), askorbat peroksidaz (APx) antioksidan
enzimlerinde meydana gelen aktivite degisiminin belirlenmesi araciligiyla, bitkilerin
stres kosullarina verdigi tepkinin incelenmesi ve olasi kuraklik durumunda defne

bitkisinin verimi {izerinde etkilerinin anlasilmasi hedeflenmektedir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Bu ¢alisma stres kosullarinin defne bitkisindeki (Laurus nobilis L.) enzim aktivite

degerlerindeki degisimleri belirlemek amaciyla kontrollii ortamda yiiriitilmiistiir.

Sekil 4.1. Calismada kullanilan defne bitkileri ve yapraklari

4.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Potasyum fosfat (KH2POjs), trihidroksimetilaminometan (TRIS), sodyum Kkloriir
(NaCl), etanol, siv1 azot, coomassie brillant blue G-250, okside glutatyon (GSSG),
rediikte glutatyon (GSH), Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), 1-
Chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), hidrojen peroksit (H202), L-askorbik asit (ASA),
gualikol, sodyum hidroksit (NaOH), hidrojen kloriir (HCD),
etilendiamintetraasetikasit (EDTA), polivinil prolidin (PVP), sigir serum albumin

(BSA) bu tez ¢aligmasinda kullanilmis olan kimyasal maddelerdir.

4.1.2 Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagida yazilan alet ve cihazlar kullanilmigtir.

Hassas Terazi : Ohaus-Pioneer

Mini Santrifiij : Tomos micro santrifiij

Sogutmali Santrifiij : Eppendorf Centrifuge 5804R, Thermo SL 16R
pH metre : Thermo Scientific Orion Star A211

Saf su Cihazi : Niive Water Disteller ND12
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Spektrofotometre : Shimadzu UV — 1800

Karstirier (Vorteks) : Velp Scientific Orion Star A211

Otomatik Pipet : Gilson, Transferpipette, ISOLAB, Thermo, Eppendorf
Manyetik Karistirici : Ika Topolino S1

Buzdolab1 (+4°C) : Bosch KSU40623NE

Derin Dondurucu (-20°C)  : Bosch GSV33vWa30

Buz Makinasi : Scotsman AF80
EC Metre - JENWAY 4520
Porometre : Delta-T AP4

Klorofilmetre : SPAD-502 Plus

4.1.3 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltilerin hazirlanmasinda yararlanilan su, deiyonize saf sudur.

4.1.3.1 Tuzluluk Stresinde Kullamlan Cozeltiler

1. 136 mM (10 dS/m) sodyum kloriir ¢ozeltisi: 8 g NaCl tartildiktan sonra 900 ml saf
su igerisinde ¢ozildii. EC metre yardimiyla tuzluluk oran1i 10 dS/m degerine

ayarland1 ve son hacim 1000 m1’ye tamamlandi.

4.1.3.2 Aktivite Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler

1.1.1 M 100 ml Tris (pH: 7) tampon ¢ozeltisi: 12.11 g Tris tartildiktan sonra 90 ml
saf suda ¢oziildii. HCl ile pH’s1 7’ye ayarlandi ve daha sonra saf su ile son hacim 100

ml’ye tamamlandi.

2.1 M 100 ml KH2PO4 (pH: 7) tampon ¢ozeltisi: 13.60 g KH2PO4 tartildiktan sonra
80 ml saf suda ¢oziildii. HCI ile pH’s1 7’e ayarland: ve daha sonra saf su ile son

hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3. 100 mM KH2POg4, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM PVP (pH: 7.7) 250 ml ezme tampon
cozeltisi: 34,02 g KH2POg4 tartildiktan sonra 200 ml su igerisinde ¢6ziildii. NaOH ile
pH degeri 7.7’e ayarlandi. 0,0186 g EDTA ve 2,5 g PVP tartilarak KH2PO4 ¢ozeltisi
igerisinde ¢ozildii ve pH degeri tekrar 7.7°e ayarlandiktan sonra son hacim 250

ml’ye tamamlandi.
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4. 20 mM 10 ml GSH ¢ozeltisi: 0,061 g rediikte glutatyon (GSH) alinarak saf suda

¢oziildii ve son hacim 10 ml’ye tamamlandu.

5. 25 mM 10 ml CDNB ¢ozeltisi: 0,050 g 1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
tartilarak bir miktar %95 etanol igerisinde ¢6ziildiikten sonra son hacim 10 ml’ye

tamamlandi.

6. 50 mM H20: ¢ozeltisi: 40 pl %35°1lik H2O2 alinarak saf su ile son hacmi 10 ml’ye

tamamland.

7. 20 mM H202 ¢ozeltisi: 10 pl %35°lik H20> alinarak son hacmi saf su ile 10 ml’ye

tamamlandi.

8. 2 mM 10 ml GSSG ¢ozeltisi: 0,012 g okside glutatyon (GSSG) alinarak saf su

icerisinde ¢oziildii. Son hacim 10 ml’ye tamamlandi.

9. 2 mM 10 ml NADPH c¢ozeltisi: 0,016 g nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

(NADPH) tartilarak saf suda ¢oziildii ve son hacim 10 m1’ye tamamlandi.

10. 2.5 mM 10 ml ASA ¢ozeltisi: 0,044 g L-askorbik asit tartildiktan sonra bir miktar

saf su igerisinde ¢6ziildli ve son hacim 10 mI’ye tamamlandi.

11. 1 mM 10 ml EDTA c¢ozeltisi: 0,0029 g etilendiamintetraasetikasit (EDTA)

tartildiktan sonra saf suda ¢oziilerek hacmi 10 ml’ye tamamlandi.

12. 100 mM 10 ml Gualikol ¢ozeltisi: 126 pl gualikol alinip saf suda ¢oziildii ve son

hacim 10 m1’ye tamamlandi.

4.2 Yontem

4.2.1 Bitki Yetistirme Yontemi

Benzer fiziksel ozelliklere sahip ve saglikli olan defne (Laurus nobilis L.) fideleri
temin edilerek stres kosullarinin uygulanabilmesi i¢in sera ortaminda yetistirilmeye
baglanmistir. Sera sartlar1 12-15 °C derecenin altina diismeyecek sekilde ve bagil
nemi %70 - %80 olarak ayarlanmigtir. Stres uygulama islemine baslamadan once
kuraklik ve tuz stresi uygulanacak olan bitkilerin bulunduklari saksilarin tarla
kapasitesi degerleri belirlenmistir. Tarla kapasitesi belirlenen saksilar konularina

gore haftada iki kere sulanmistir. Denemede uygulanan konular asagida verilmistir.
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1. Kontrol bitkisi (NaCl igermeyen sulama suyu, her sulamada 0,5 litre sulama suyu

verilmistir).

2. Tuz stresi uygulanan bitki (her sulamada 136 mM NaCl ¢6zeltisi i¢eren sulama

suyu verilmistir).
3. Kuraklik stresi uygulanan bitki (Ilk sulamadan sonra sulama yapilmamustir).

Dort haftalik uygulamanin ardindan biyokimyasal analiz i¢in kullanilmak

tizere bitkilerden alinan yaprak 6rnekleri -20 °C igerisinde muhafaza edilmistir.

4.2.2 Aktivite Tayini i¢in Laurus nobilis L.’den Enzimlerin Kismi

Saflagtirilmasi yontemi

4.2.2.1 Homojenat Hazirlanmasi

Calismada kullanilan defne bitkisi piyasadan temin edilmistir. Bitkilerden alinan
yaprak numuneleri hassas terazide tartilarak toplam agirligi yaklasik olarak 1 g
olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen bu numuneler el yardimiyla kiigiik pargalara
ayrilarak havan icerisine yerlestirilip lizerine sivi azot dokiilerek yapraklara mekanik
parcalama islemi uygulanmigtir. Mekanik par¢alama islemi numuneler toz haline
gelene kadar devam etmistir. Toz haline gelen 6rnekler 50 ml’lik tiipe alinip iizerine
5 ml 05 mM EDTA, 0,1 mM PVP, 100 mM KH2PO4 (pH 7.7) tamponu ilave
edilmistir. 15.000 G ve +4 °C’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda pastor pipet ve filtre kagidi yardimiyla siipernatant kismu siiziiliip baska bir

tiipe alinarak homojenat hazirlanmistir.
4.2.3 Analizler

4.2.3.1 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Bu yontem Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki
proteinlere baglanarak degisik renk siddetinde mavi renkli ¢ozelti olusturnasina
dayanmaktadir. Mavi rengin olusmasinda 6nemli olan konu proteinin amino asit
bilesimidir. G-250 boyasinin 6zellikle arjinin gibi bazik aminoasitlere daha fazla
baglanma egilimi oldugu goriilmiistiir. Yontemde temel olarak alinan olgu normal
sartlarda G-250 boyasmin 465 nm degerinde maksimum absorbans degeri verirken
protein ile baglanmasindan sonra 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans

vermesidir.
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Bu yontemin kullanilarak protein tayini yapilabilmesi i¢in standart grafik
olusturulmas1 gerekmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda 1ml’sinde 1 mg protein
icermekte olan sigir serum albiimin (BSA) ¢ozeltisinden 1, 2, 4, 6, 10, 16 ul alinarak
tiiplere aktarilmistir. Saf su ile biitiin tiplerin hacimleri 100 ul’ ye tamamlandiktan
sonra iizerlerine 900 pl 1x Bradford ¢ozeltisi eklenerek son hacimleri 1 ml’ ye
tamamlanmistir. Vorteks kullanilarak karistirilan tlipler inkiibasyonun ger¢eklesmesi
icin 10 dakika bekletilmistir. Siire dolduktan sonra ise 595 nm’de anlik Ol¢iimler

yapilarak elde edilen sonuglardan standart grafik haline getirilmistir.
Numunelerin protein tayini islemlerinde ise su prosediir takip edilmistir:

96 ul saf su, 900 pl Coomassie Brillant Blue G-250 ve 4 pl homojenat
sonucunda elde edilen siipernatant numunelerinden kiivete konularak 595 nm’de
degerleri anlik olarak okunmustur. Her numuneden elde edilen degerlere gore

standart grafikten yararlanarak protein miktar belirlenmistir.

4.2.3.2 Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesinin Tayini
GSSG + NADPH - 2GSH + NADP+

Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite tayini icin iki temel esas bulunmaktadir. ilk
olarak reaksiyona giren NADPH makimum absorbansini 340 nm’de vermektedir. GR
enzimi ise reaksiyona girerek NADPH’nin tliikenmesine sebep olmaktadir. Bu
tilkenip azalma olay1 spektrofotometrik olarak 340 nm’de gozlemlenebilmektedir
(Carlberg ve Mannervik, 1985).

Diger esas ise Uriin olarak ortaya ¢ikmig olan GSH, 2-nitrobenzoik asit
(DTNB) reaksiyona girerek bilesik olusturmaktadir. Bu reaksiyonun verdigi
absorbans degeri ise 412 nm’de takip edilmektedir (Goudsmit vd, 1988).

Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite tayini Shimadzu UV-1800
spektrofotometre kullanilarak NADPH’nin oksitletmesine bagli olarak absorbans
diisiisti 340 nm’de gozlemlendi. Spektrofotometrik yontemler, Kinatics rate ayarinda
340 nm’de ve 2 dakika boyunca yapildi. Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite

6l¢iimii i¢in kontrol ve numune igerikleri Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. GR enzimi aktivite 6l¢iimii i¢in kontrol ve numune kiiveti i¢erigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivite Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon
olciim cozeltileri
Saf Su 300 - 100 -
200 mM TRIS, 500 200 mM 500 200 mM
Tamponu (pH:7)
Homojenat - - 200 -
Substrat (GSSG) 100 2mM 100 2mM
Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2mM
Toplam 1000 1000

4.2.3.2.1 Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

TRIS ve potasyum fosfat (KH2PO4) tamponlart 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50
mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 600 mM ve 800 mM olmak tizere farkl
derisiklikleri hazirlanip spektrofotometrede aktivite olgtimleri yapilmistir. Tampon
optimizasyonu i¢in kullanilan kontrol ve numune kiivetleri Cizelge 4.2. ve Cizelge
4.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Potasyum fosfat tampon optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet
igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite

Hacim (ul)  Konsantrasyon  Hacim (ul)  Konsantrasyon
olciim cozeltileri

Saf Su 300 - 100 -
KH2PO4 Tamponu (pH:7) 500 50 mM 500 Degisken
Homojenat - - 200 -
Substrat (GSSG) 100 2mM 100 2 mM
Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2 mM
Toplam 1000 1000
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Cizelge 4.3. TRIS tampon optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite
Hacim (ul)  Konsantrasyon  Hacim (ul)  Konsantrasyon
ol¢iim ¢ozeltileri

Saf Su 300 - 100 -
Tris Tamponu (pH:7) 500 50 mM 500 Degisken
Homojenat - - 200 -
Substrat (GSSG) 100 2mM 100 2 mM
Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2 mM
Toplam 1000 1000

4.2.3.2.2 Optimum pH degerinin Degerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Tampon optimizasyonu sonucunda elde edilen en yiiksek aktiviteye sahip tampon
konsantrasyonu pH optimizasyonu i¢in kullanilmistir. TRIS tamponu 5.5, 6, 6.5, 7,
7.5, 8, 8.5, 9 pH degerlerinde hazirlandi ve aktivite degerleri Olgiilmiistiir. pH

optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet icerikleri Cizelge 4.4. gosterilmistir.

Cizelge 4.4. TRIS tamponu pH optimizasyonu igin kontrol ve numune kiivet
igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite

Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon
Ol¢ciim cozeltileri

Saf Su 300 - 100 -

Tris (pH degisken) 500 200 mM 500 200 mM
Homojenat - - 200 -
Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM
Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2mM
Toplam 1000 1000
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4.2.3.3 Glutatyon S-transferaz Enzim Aktivitesi Tayini

Glutatyon S-transferaz enzimi glutatyon molekiilii ile elektronlara tutunan reaktif
olan molekiillerin tepkimelerini katalizlemektedir. Bir elektrofil olan 1-kloro2,4-
dinitrobenzen (CDNB) reaksiyona girerek dinitrobenzen 5-glutatyon (DNB-SG)
olugsmaktadir. Bu iiriin 340 nm’de maksimum absorbansini vermektedir. Bu dalga

boyundaki gergeklesen absorbans artisit GST enziminin aktivitesinin belirlenmesini

saglamaktadir.
; SG
o GSy L0
. NO
NO, NO, 2
GST
% T)
GSH cr
! N
NO, NO, 0,

Sekil 4.2. Spektrofotometrik olarak GST enziminin aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan tirtiniin olusum mekanizmasi (Habdous vd, 2002)

Glutatyon  S-transferaz  enziminin  aktivite tayini  Shimadzu  UV-1800
spektrofotometre kullanilarak CDNB doniisiimiine bagli olarak absorbans artis1 340
nm’de goézlemlenmistir. Spektrofotometrik yontemler, Kinatics rate ayarmnda 340
nm’de ve 2 dakika boyunca yapildi. Glutatyon S-transferaz enziminin aktivite

Olclimii i¢in kontrol ve numune igerikleri ¢izelge de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. GST enzimi aktivite 6l¢timii i¢in kontrol ve numune kiiveti igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivite Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon
ol¢iim ¢ozeltileri
Saf Su 300 - 100 -
20 mM TRIS
Tamponu (pH:7.5) 500 20 mM 650 20 mM
Homojenat - - 50 -
Substrat (GSH) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (CDNB) 100 25 mM 100 25 mM
Toplam 1000 1000
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4.2.3.3.1 Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Yénelik Calismalar

TRIS ve potasyum fosfat (KH2PO4) tamponlart 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50
mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 600 mM ve 800 mM olmak tizere farkli
derisiklikleri hazirlanip spektrofotometrede aktivite Olgtimleri yapilmistir. Tampon
optimizasyonu i¢in kullanilan kontrol ve numune kiivetleri Cizelge 4.6.’da
gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Potasyum fosfat tamponu optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet
icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite

o Hacim (ul)  Konsantrasyon  Hacim (ul)  Konsantrasyon
olciim cozeltileri

Saf Su 300 - 100 -
KH2PO4 Tamponu (pH:7) 500 50 mM 650 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (GSH) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (CDNB) 100 25 mM 100 25 mM
Toplam 1000 1000

Cizelge 4.7. TRIS tamponu optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite . ‘
Hacim (ul)  Konsantrasyon Hacim (ul)  Konsantrasyon
ol¢iim cozeltileri

Saf Su 300 - 100 -
Tris Tamponu (pH:7) 500 50 mM 650 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (GSH) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (CDNB) 100 25 mM 100 25 mM
Toplam 1000 1000
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4.2.3.3.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Tampon optimizasyonu sonucunda elde edilen en yiiksek aktiviteye sahip tampon
konsantrasyonu pH optimizasyonu i¢in kullanilmistir. TRIS tamponu 5.5, 6, 6.5, 7,
7.5, 8, 8.5, 9 pH degerlerinde hazirland1 ve aktivite degerleri Ol¢iilmiistiir. pH

optimizasyonu igin kontrol ve numune kiivet igerikleri Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. TRIS tamponu pH optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite . .
Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon

olciim cozeltileri

Saf Su 300 - 100 -

Tris (pH degisken) 500 20 mM 650 20 mM
Homojenat - - 50 -
Substrat (GSH) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (CDNB) 100 25 mM 100 25 mM
Toplam 1000 1000

4.2.3.4 Gualikol Peroksidaz Enzim Aktivitesi Tayini
Gualikol + 4 H.0, - Tetragualikol

Gualikol peroksidaz enziminin aktivitesinin tayini igin tetragualikol olusumu
izlenmektedir. 1 mol tetragualikoliin olugmasi i¢in peroksidaz enzimi 1 mol gualikol
ve 4 mol hidrojen peroksit reaksiyonunu gerceklestirir. Bu tepkime sonucu olusum

olay1 470 nm’ de spektrofotometrik olarak gozlemlenmektedir.

Gualikol peroksidaz enziminin aktivite tayini Shimadzu UV-1800
spektrofotometre kullanilarak gualikol doniisiimiine bagli olarak absorbans artis1 470
nm’de gozlemlenmistir. Spektrofotometrik yontemler, Kinatics rate ayarinda 470
nm’de ve 2 dakika boyunca yapilmistir. Gualikol peroksidaz enziminin aktivite

Olclimii i¢in kontrol ve numune igerikleri Cizelge 4.9°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. GPx enzimi aktivite 6l¢iimii i¢in kontrol ve numune kiivet igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite _
Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon

ol¢iim cozeltileri

200 mM Fosfat

Tamponu (pH:6) 600 200 mM 550 200 mM
Homojenat - - 50 -
Substrat (H205) 200 50 mM 200 50 mM
Substrat (Gualikol) 200 100 mM 200 100 mM
Toplam 1000 1000

4.2.3.4.1 Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Potasyum fosfat (KH2PO4) ve TRIS tamponlart 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50
mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 600 mM ve 800 mM olmak tizere farkli
derisiklikleri hazirlanip spektrofotometrede aktivite Ol¢timleri yapilmistir. Tampon
optimizasyonu i¢in kullanilan kontrol ve numune kiivetleri Cizelge 4.10. ve 4.11.de
gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Potasyum fosfat tampon optimizasyonu igin kontrol ve numune kiivet
icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite ] .
Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon

ol¢iim c¢ozeltileri

Potasyum Fosfat

Tamponu (pH:7) 600 50 mM 550 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (H202) 200 50 mM 200 50 mM
Substrat (Gualikol) 200 100 mM 200 100 mM
Toplam 1000 1000
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Cizelge 4.11. TRIS tamponu optimizasyonu igin kontrol ve kiivet igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite _ _
Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon
ol¢iim ¢ozeltileri

TRIS Tamponu (pH:7) 600 50 mM 550 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (H20-) 200 50 mM 200 50 mM
Substrat (Gualikol) 200 100 mM 200 100 mM
Toplam 1000 1000

4.2.3.4.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Tampon optimizasyonu sonucunda elde edilen en yiiksek aktiviteye sahip tampon
konsantrasyonu pH optimizasyonu i¢in kullanilmigtir. TRIS tamponu 5.5, 6, 6.5, 7,
7.5, 8, 8.5, 9 pH degerlerinde hazirlandi ve aktivite degerleri Ol¢iilmistiir. pH
optimizasyonu igin kontrol ve numune kiivet icerikleri Cizelge 4.12.’de
gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Potasyum fosfat tamponu pH optimizasyonu i¢in kontrol ve numune
kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite ] )
Hacim (ul) Konsantrasyon Hacim (ul) Konsantrasyon
ol¢iim c¢ozeltileri

KH2PO4 (pH:Degisken) 600 200 mM 550 200 mM
Homojenat - - 50 -
Substrat (H202) 200 50 mM 200 50 mM
Substrat (Gualikol) 200 100 mM 200 100 mM
Toplam 1000 1000
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4.2.3.5 Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesi Tayini
2 Askorbat + H,O2 - 2 Monodehidroksiaskorbat (MDHA) + 2 H20

Askorbat peroksidaz aktivitesi, askorbat bagimli hidrojen peroksitin oksidasyonu
tepkimesiyle vermis oldugu absorbans degerinin 290 nm’de Ol¢iilmesiyle tayin
edilmektedir. Spektrofotometrik yontemler, Kinatics rate ayarinda 290 nm’de ve 2
dakika boyunca yapilmistir. Askorbat peroksidaz enziminin aktivite Sl¢limii icin

kontrol ve numune igerikleri Cizelge 4.13’te gosterilmistir.

Cizelge 4.13. APx enzimi aktivite 6lglimii igin kontrol ve numune kiivet igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite
Hacim (ul)  Konsantrasyon Hacim (ul)  Konsantrasyon
olciim cozeltileri

20 mM TRIS (pH:6) 750 20 mM 700 20 mM
Homojenat - - 50 -
Substrat (H20,) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (ASA) 50 2,5mM 50 25mM
Substrat (EDTA) 100 1 mM 100 1mM
Toplam 1000 1000

4.2.3.5.1 Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Yénelik Calismalar

KH2PO4 ve TRIS tamponlar1 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 100 mM,
200 mM, 300 mM, 400 mM, 600 mM ve 800 mM olmak fiizere farkli derisiklikleri
hazirlanip spektrofotometrede aktivite dlgiimleri yapilmigtir. Tampon optimizasyonu

i¢in kullanilan kontrol ve numune kiivetleri Cizelge 4.14. ve 4.15.”te gosterilmistir.
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Cizelge 4.14. Potasyum fosfat tampon optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet
icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite , .
) Hacim (ul)  Konsantrasyon  Hacim (ul)  Konsantrasyon
Ol¢iim c¢ozeltileri

Potasyum Fosfat

Tamponu (pH:7) 800 50 mM 700 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (H20-) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (ASA) 50 2,5mM 50 25mM
Substrat (EDTA) 100 1 mM 100 1mM
Toplam 1000 1000

Cizelge 4.15. TRIS tampon optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite ) .
Hacim (ul)  Konsantrasyon  Hacim (ul) ~ Konsantrasyon
ol¢iim c¢ozeltileri

TRIS Tamponu (pH:7) 800 50 mM 700 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (H20-) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (ASA) 50 2,5mM 50 25mM
Substrat (EDTA) 100 1 mM 100 1mM
Toplam 1000 1000

4.2.3.5.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Yapilmig olan tampon optimizasyonu sonucunda elde edilen en yiiksek aktiviteye
sahip tampon konsantrasyonu pH optimizasyonu i¢in kullanilmistir. TRIS tamponu
55, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9 pH degerlerinde hazirland1 ve aktivite degerleri
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Ol¢iilmiistiir. pH optimizasyonu igin kontrol ve numune kiivet igerikleri Cizelge

4.15’te gosterilmisgtir.

Cizelge 4.16. TRIS tamponu pH optimizasyonu igin kontrol ve numune kiivet igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite

Hacim (ul)  Konsantrasyon  Hacim (ul)  Konsantrasyon
ol¢iim ¢ozeltileri

TRIS Tamponu

(pH:Degisken) 800 20mM 700 20mM
Homojenat - - 50 -
Substrat (H20-) 100 20 mM 100 20 mM
Substrat (ASA) 50 2,5mM 50 2,5mM
Substrat (EDTA) 100 1 mM 100 1mMm
Toplam 1000 1000
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5. BULGULAR

5.1 Tuz ve Kurakhk Stresi Uygulamalarmin Klorofil ve Stoma Icerigi

Uzerine Etkisi

Stres sartlariin uygulanmasinin baslanmasindan yaklasik 1 ay Sonra yapilan
Olgtimler sonucunda kuraklik ve 136 mM tuz (NaCl) uygulamalarinin defne
bitkisindeki klorofil ve stoma igeriginin 6nemli derecede etkilendigi gdzlemlenmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda stres uygulanan bitkilerde klorofil ve stoma
miktar1 arasinda onemli fark oldugu gozlemlenmistir. Stres uygulanan bitkililer kendi
icerisinde karsilagtirildiginda ise kuraklik stresi uygulanan bitkide bulunan klorofil

ve stoma iletkenligi tuz stresi uygulanan bitkiye gore onemli derecede azaldigi

goriilmiistiir.
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Sekil 5.1. Tuz stresi (136 mM NaCl) ve kuraklik stresi uygulamalarinin defne
bitkisinin yapraklarindaki klorofil icerigine etkisi.
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Sekil 5.2. Tuz stresi (136 mM NaCl) ve kuraklik stresi uygulamalarinin defne
bitkisinin yapraklarindaki stoma igerigine etkisi.

5.2 Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik

Elde edilen siipernatantlardaki kantitatif protein miktar1 Bradford yontemi ile
belirlenmistir. Standart grafik bolim 4.2.3.1.’de anlatildigi gibi hazirlamistir.
Homojenat sonucu elde edilmis olan enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini
bu standart grafikten faydalanilarak bulunmustur. Standart ¢ozeltilerin pg proteine

denk gelen absorbans miktarlar1 sekilde gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Bradford analizi sonucunda elde edilen veriler

ng BSA 1 2 4 6 10 16

OD595 0,888 0,960 1,052 1,138 1,314 1,538
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Sekil 5.3. Proteinlerin kantitatif tayinlerinde kullanilan standart grafik

5.3 Defne Bitkisi Yapragindan Elde Edilen GR Enziminin Optimum

Sartlariin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

5.3.1 Optimum iyonik Siddetin Belirlenmesine Yénelik Sonuglar

Defne bitkisi yapragindan GR enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin

belirlenmesi amaciyla 6nceki g¢alismalarla optimizasyon yapilan TRIS ve KH2PO4

tamponlarinin  degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri Bolim 4.2.3.2.1.°de

anlatildig1 gibi hazirlandi. Farkli TRIS ve KH2PO4 konsantrasyonlarinda aktivite

Olgimleri yapildi. Elde edilen degerler Cizelge 5.2. ve 5.3.’te gosterildi. Yapilan

calismalar sonucu defne yapragi GR enzimi i¢in en uygun iyonik siddetin 200 mM

TRIS tamponu olarak tespit edildi.

Cizelge 5.2.

Defne bitkisi yapraginda glutatyon rediiktaz enziminin optimum iyonik
siddeti i¢in TRIS tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢tim
sonuglari

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%Aktivite 63,33 60,66 64,66 74 100 63,33 61,33

Cizelge 5.3. Defne bitkisi yapraginda glutatyon rediiktaz enziminin optimum iyonik
siddeti i¢in KH2POs4 tampon c¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%Aktivite 85,71 85,71 100 97,12 87,5 91,07 74,10
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5.3.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

Defne bitkisi yapraginda glutatyon rediiktaz enziminin optimum pH’s1 Bolim
4.2.3.2.2.°de anlatildig1 sekilde; pH‘s1 5.5 — 8.5 araliginda 200 mM Tris tampon
¢ozeltisi kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Elde edilen degerler Cizelge 5.4.’te gosterilmistir. Defne bitkisi
yapraginda glutatyon rediiktaz enzimi i¢in optimum pH degeri 200 mM TRIS pH=7
tamponu olarak belirlenmistir.

Cizelge 5.4. Defne bitkisi yapraginda glutatyon rediiktaz enziminin optimum pH

degeri i¢in 200 mM TRIS tampon ¢dzeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢iim sonuclari

pH 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5

%Aktivite 77,5 78,75 87,5 100 97,5 78,75 88

5.4 Defne Bitkisinin Yapragindan Elde Edilen GST Enziminin Optimum

Sartlarimmin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

5.4.1 Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

Defne bitkisi yapraginda GST enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla 6nceki ¢aligsmalarla optimizasyon yapilan TRIS ve KH2PO4
tamponlarinin  degisik konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri Bolim 4.2.3.3.1.°de
anlatildigir gibi hazirlandi. Farkli TRIS ve KH2PO4 konsantrasyonlarinda aktivite
Olclimleri yapildi. Elde edilen degerler Cizelge 5.5. ve 5.6.’da gosterildi. Yapilan
caligmalar sonucu defne yapragi GST enzimi i¢in en uygun iyonik siddetin 20 mM
TRIS tamponu olarak tespit edildi.

Cizelge 5.5. Defne bitkisi yapraginda glutatyon S-transferaz enziminin optimum

iyonik siddeti i¢in TRIS tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%Aktivite 100 93,42 97,18 85,68 80,25 78,30 85,25
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Cizelge 5.6. Defne bitkisi yapraginda glutatyon S-transferaz enziminin optimum
iyonik siddeti icin KH2POs tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
aktivite 6l¢tim sonuglari

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%AKktivite 76,92 89,63 100 91,63 96,98 99,33 94,64

5.4.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

Defne bitkisi yapraginda glutatyon S-transferaz enziminin optimum pH’st Bolim
4.2.3.3.2.de anlatildig1 sekilde; pH’s1 5.5 — 8.5 araliginda 20 mM TRIS tampon
cozeltisi kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Elde edilen degerler Cizelge 5.7.°de gosterilmistir. Defne bitkisi
yapraginda glutatyon S-transferaz enzimi igin optimum pH degeri 20 mM TRIS
pH=7.5 tamponu olarak belirlenmistir.

Cizelge 5.7. Defne bitkisi yapraginda glutatyon S-transferaz enziminin optimum pH

degeri i¢in 20 mM TRIS tampon ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢iim sonuclari

pH 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5

%AKktivite 59,61 97,11 69,23 95,19 100 88,30 85,25

5.5 Defne Bitkisi Yapragindan Elde Edilen GPx Enziminin Optimum

Sartlarimin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

5.5.1 Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

Defne bitkisi yapraginda GPX enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla dnceki calismalarla optimizasyon yapilan TRIS ve KH2POg4
tamponlarinin  degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri Bolim 4.2.3.4.1.°de
anlatildig1r gibi hazirlandi. Farkli TRIS ve KH2PO4 konsantrasyonlarinda aktivite
Olgtimleri yapildi. Elde edilen degerler Cizelge 5.8. ve 5.9.’da gosterildi. Yapilan
calismalar sonucu defne yapragi GPx enzimi igin en uygun iyonik siddetin 200 mM

KH2PO4 tamponu olarak tespit edildi.
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Cizelge 5.8. Defne bitkisi yapraginda gualikol peroksidaz enziminin optimum iyonik
siddeti i¢cin KH2POs tampon ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢ciim sonuglart

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%AKktivite 89,96 92,03 94,90 99,68 100 97,57 93,59

Cizelge 5.9. Defne bitkisi yapraginda gualikol peroksidaz enziminin optimum iyonik
siddeti i¢in TRIS tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim
sonugclari

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%AKktivite 95,62 100 97,03 90,31 90,46 88,12 82,18

5.5.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

Defne bitkisinin yapraginda gualikol peroksidaz enziminin optimum pH’s1 Boliim
4.2.3.4.2.de anlatildig1 sekilde; pH’s1 5.5 — 8.5 araliginda 200 mM KH2PO4 tampon
¢ozeltisi kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Elde edilen degerler Cizelge 5.10.’da gosterilmistir. Defne bitkisinin
yapraginda gualikol peroksidaz enzimi i¢in optimum pH degeri 200 mM KH2PO4
pH=6 tamponu olarak belirlenmistir.

Cizelge 5.10. Defne bitkisi yapraginda gualikol peroksidaz enziminin optimum pH

degeri icin 200 mM KH2PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
aktivite 6l¢iim sonuglari

pH 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5

%AKktivite 96,131 100 82,93 63,50 42,42 23,44 13,77

5.6 Defne Bitkisi Yapragindan Elde Edilen APx Enziminin Optimum

Sartlarinin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

5.6.1 Optimum iyonik Siddetin Belirlenmesine Yénelik Sonuclar

Defne bitkisinin yapraginda APx enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla onceki ¢aligmalarla optimizasyon yapilan TRIS ve KH2PO4

tamponlarinin  degisik konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri Bolim 4.2.3.5.1.°de
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anlatildig:r gibi hazirlandi. Farkli TRIS ve KH2PO4 konsantrasyonlarinda aktivite
Olgtimleri yapildi. Elde edilen degerler Cizelge 5.11. ve 5.12.’de gosterildi. Yapilan
calismalar sonucu defne yapragi APx enzimi i¢in en uygun iyonik siddetin 20 mM
TRIS tamponu olarak tespit edildi.

Cizelge 5.11. Defne bitkisinin yapraginda askorbat peroksidaz enziminin optimum

iyonik siddeti icin KH>POs tampon c¢ozeltisi kullanilarak yapilan
aktivite 6l¢im sonuglari

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%AKktivite 100 97,87 97,87 92,55 84,04 87,23 22,34

Cizelge 5.12. Defne bitkisinin yapraginda askorbat peroksidaz enziminin optimum
iyonik siddeti igin TRIS tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Olctim sonuglari

[mM] 20 40 50 100 200 300 400

%AKktivite 100 82,14 87,5 90,17 83,03 79,46 59,82

5.6.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

Defne bitkisinin yapraginda askorbat peroksidaz enziminin optimum pH’s1 Bolim
4.2.3.5.2.’de anlatildig1 sekilde; pH’s1 5.5 — 8.5 araliginda 20 mM TRIS tampon
cozeltisi kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Elde edilen degerler Cizelge 5.13.’te gosterilmistir. Defne bitkisinin
yapraginda askorbat peroksidaz enzimi i¢in optimum pH degeri 20 mM TRIS pH=6
tamponu olarak belirlenmistir.

Cizelge 5.13. Defne bitkisi yapraginda askorbat peroksidaz enziminin optimum pH

degeri i¢in 20 mM TRIS tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Olctim sonuglari

pH 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5

%Aktivite 97 100 92,07 84,15 87,12 79,20 53,46

59



5.7 Tuz ve Kurakhk Stresi Uygulamalarimin Defne Bitkisi Yapraginda GR,
GST, APx ve GPx Enzimlerinin Aktivitesine Etkilerinin Sonuglari

5.7.1 GR Enzimi Aktivitesine Etkisinin Calisma Sonuglar:

Defne bitkisinin yapragindan elde edilen homojenat ile yapilan ¢alismada tuz ve
kuraklik stresinin yaprakta bulunan GR enzim aktivitesin {izerine etkisi incelenmistir.
Calisma sartlar1 boliimiinde belirtilen konsantrasyon degerlerinde kinetics rate
ayarinda 2 dakika siireyle 6l¢tim olarak sekilde hazirlanmistir. Arastirma sonucunda

elde edilen aktivite degerleri ¢izelgede gosterilmistir.
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Sekil 5.4. Stres faktorlerinin GR enziminin aktivitesi izerine etkisi

Elde edilen verilere gore uygulanan stres kosullarinin inhibe edici 6zellikleri
GR enzim aktiviteleri arasinda her iki uygulamada da farkliliklara neden oldugu
goriilmiistiir. Gosterilen grafikte spesifik aktivite degerlerinden yararlanilmistir. Elde
edilen veriler 1s18inda kontrol grubuyla farklilik gésteren enzim aktiviteleri stres
faktorleri kendi aralarinda karsilastirma yapildiginda da farkliliklarin  varhig
gozlemlenmistir. GR aktivitesinin en fazla etkilendigi bitki grubu ise kuraklik

stresinin uygulandig: grup oldugu yapilan ¢aligmalar sonucunda bulunmustur.

5.7.2 GST Enzimi Aktivitesine Etkisinin Calisma Sonuclari

Defne bitkisinin yapraginda stres sartlarinin GST enziminin aktivitesi iizerine
etkisinin incelendigi bu ¢alisma dogrultusunda elde edilen veriler enzim aktivitesinin

onemli olgiide azaldigimi gostermektedir. Stres sartlarinin kendini gostermeye
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baslamasiyla birlikte bitkinin bu sartlara direng saglamasi i¢in enzim aktivitesindeki
artig ilk 6lglimde goriilmiistiir. Enzim aktivitesinin etkilendigi stres faktorii kuraklik

stresi olarak gézlemlenmistir.

GST

6
S 5,06 4,97 5,05
E5
5
Wy
2 3,23
23 2,56
= 182 2,14

2 , 1,67
£ 1,41
: I I
Q1
wn

0 e . e . e .

1.6LcUM 2.6LcUm 3.6LcUM
EKONTROL ®=mTUZLU =mKURAK

Sekil 5.5. Stres faktorlerinin GST enziminin aktivitesi lizerine etkisi
5.7.3 GPx Enzimi Aktivitesine Etkisinin Calisma Sonuclari

Tuz ve kuraklik stresinin GPX enzim aktivitesi iizerine etkisinin incelenmesi
amaciyla stres kosullarina maruz birakilan bitkilerin yapraklarindan numune alinip
bu numunelerden homojenat elde edilmistir. Elde edilen bu homojenatlardan stresin
aktivite tizerine etkisi aragtirllmistir. Yapilan aktivite tayinleri sonucunda elde edilen

veriler grafikte detaylh bir sekilde gosterilmistir.
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Sekil 5.6. Stres faktorlerinin GPX enziminin aktivitesi tizerine etkisi

Yapilan galisma sonucunda kuraklik stresinin GPx enzim aktivitesi iizerine
biiytik etkisi oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda tuz stresi uygulanan bitkiden
alman numudeki aktivitede Kkuraklik stresine oranla daha az olsa bile azalma

yasandigi gorillmiistiir.

5.7.4 APx Enzimi Aktivitesine Etkisinin Calisma Sonug¢lar:

Stres uygulanan iki grup ve kontrol grubu olan bitkilerden alinan yaprak
numunelerinden elde edilen homojenatlarla yapilan bu ¢alismada stres kosullarinin
etkisi APx enziminin aktivitesine etkisi arastirilmistir. Arastirma sonucunda elde

edilen veriler grafikte gosterilmistir.
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Sekil 5.7. Stres faktorlerinin APX enziminin aktivitesi {izerine etkisi

Grafikte verilen bilgiler dogrultusunda APx enzim aktivitesi, kuraklik stres
kosulunun bitkide kendini gostermesiyle birlikte bitkinin savunma mekanizmasini
calistirmasina bagh olarak artis gosterdigi gozlemlenmistir. Ilerleyen haftalarda ise
bitkinin daha fazla strese girdigi ve enzimin artik kurakligi tolere edememesine bagl
olarak aktivitesinin azaldigi gézlemlenmistir. Tuz stresinde ise aktivitenin belirgin

bir sekilde azaldigi bulunmustur.
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6. TARTISMA

Defne bitkisi baslica ekonomik anlamda olmak iizere tibbi ve aromatik agidan
ilkemiz i¢in dnemli bir yer kaplamaktadir. Yapraklar1 kurutularak ihrag edilen defne
bitkisinin koruyucu ve bozulmayi 6nleyici olmasi gida sanayisinde kendisine yer
bulmustur. Ayrica yapraklarindan elde edilen Oleum Lauri esansi parfiimeri

sektoriinde kullanilmaktadir.

Cesitli stres kosularinin bitki iizerinde stres yaratmasi sonucunda olusan
serbest radikaller basta lipid peroksidasyonu olmak iizere karbonhidratlarin ve
proteinlerin yapisini bozarak hasar olusturmaktadir. Ayrica olusan serbest radikaller
insan saglig iizerinde de 6nemli derecede etkilidirler. Norolojik rahatsizliklar olmak
tizere, kalp hastaliklar1 ve kanser olusumuna neden olmaktadir. Antioksidan sistemler
ise serbest radikal olusumunu ve bu olusuma bagli oksidatif stresi ortadan kaldirarak

sistemin dengesini korumaktadir.

Literatiirde farkli calismalarda defne bitkisinden elde edilen yag ve
ekstratklarin antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri karsilagtirilmistir. Ramos vd
(2012)’ne ait caligmada defne bitkisinden elde edilen esansiyel yag (EO), etanolik
ekstrakt (EE) ve sicak/soguk sulu ekstrakt (AE) maddelerini karakterize ederek
aralarindaki  antibakteriyel ~ve  antioksidan  aktivitelerinin  farkliliklarini
aragtirmiglardir. Yapraklarindan elde edilen esansiyel yagin igerisindeki ana
bilesenler okaliptol (%27,2), terpinil asetat (%10,2), linalool (%8,4), metiléjenol
(%5,4), sabinen (%4), karvakrol (%3,2) olarak tespit edilmistir. Biitiin gida kaynakli
bozulmalara ve patojenik bakterilere kars: test edilen ekstratklar arasinda esansiyel
yag en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi gostermistir. Ancak etanolik ve sulu
ekstraktlara gore esansiyel yag diisiikk antioksidan aktivite gosterirken, en yiiksek
aktiviteyi sicak sulu ektrakt gostermistir. Calisma sonucunda ise gidalarin
korunmasinda ve raf Omiirlerinin arttirilmasinda sentetik gida koruyucularina
alternatif olarak esansiyel yag ve ekstraktlarin potansiyel sahibi oldugu bulunmustur
(Ramos vd, 2012).

Bagka bir literatiir ¢alismasinda ise defne yapraklarindan stiperkritik
karbondioksit kullanilarak ekstraksiyon islemi gergeklestirilerek elde edilen
maddelerin antibakteriyel o6zellikleri ve antioksidan kapasiteleri arastirilmistir.

Santoyo vd (2006)’ne ait olan ¢alismada defneden elde edilen iki farkli ektraktin (F1
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ve F2) antioksidan kapasitesi -karoten agartama ve DPPH yontemleri kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica antibakteriyel 6zellikleri ise Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans ve Aspergillus
niger mikroorganizmalarinda incelenmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda
fraksiyonlarin en fazla etki ettigi bakteri tirii Staphylococcus aureus olarak
bulunmustur. Antimikobiyal o6zellik gosteren bilesigin tanimlanmast i¢in etki
gosteren fraksiyon GC-MS yontemi kullanilarak karakterize edikmistri. Ve sonug
olarak bu bilesigin daha once defne bitkisinde tarif edilen seskiterpen olan 6-epi-

desasetililiirenobiolit isimli bilesik oldugu bulunmustur (Santoyo vd, 2006).
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7. SONUC ve ONERILER

Enzimler, tuz ve kuraklik gibi gesitli stres faktorleri sonucunda metabolizmada
meydana gelen canlinin yasamsal faaliyetlerine etki eden ve metabolik
reaksiyonlarin1 engelleyerek enzim aktivitelerini diisiirmekte olan toksik ve yikici
etkiye sahip bilesiklerin etkisiz forma doniistirilmesinde ve canlilar1 bu stres
sartlarina karsi toleransli konuma getirmekte rol oynamaktadirlar. Canlilarda bu stres
faktorlerine karsi savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bu mekanizma antioksidan
sistem olarak isimlendirilmektedir. Sistem igerisinde glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon S-transferaz (GST), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APx), gualikol peroksidaz (GPx) gibi antioksidan ozellige sahip
enzimler bulunmaktadir. Stres faktorlerinin neden oldugu serbest radikal iretimi ve
oksidatif stres etkilerini ortadan kaldirarak metabolizmay:r denge igerisinde

tutmaktadairlar.

Defne bitkisi ise stres kosullarina dayanikliliyla bilinmekte olup igermis
oldugu antioksidan enzim aktivitesi yiiksek bir bitki olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Defne Dbitkisinin Onemli olmasmin nedenleri arasinda baslica ilkemizin
ekonomisindeki yerinde biiyiilk paya sahip Olmasi gelmektedir. Ayrica igermis
oldugu bilesiklerin antimikrobiyal, antioksidan o6zellikleri saglik ve ilag¢ sektoriinde

genis yer almasinda etkilidir.

Bu tez c¢alismasinda defne bitkisine kuraklik ve tuz stres faktorleri
uygulanmugtir. Uygulanan bu stres kosullarinin bitki verim parametrelerine (klorofil
ve stoma igerigi) etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen veriler
ile klorofil ve stoma igerigini gostermekte olan grafikler olusturulmustur. Stres
faktorlerinin antioksidan enzim sisteminde bulunan GR, GST, APX, GPx
enzimlerinin aktivitesi lizerine etkisinin arastirilmasi i¢in bitkilerden alinan yaprak
numunelerinde karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan karakterizasyon
calismalar1 icerisinde optimum iyonik siddet ve optimum pH degeri belirlenmistir ve

sonrasinda aktivite dl¢limleri yapilarak tablo halinde eklenmistir.

Sonug olarak tez ¢alismasinda defne bitkisi iizerinde uygulanan farkli stres
kosullarinin defne bitkisinin verimi {izerine olumsuz etkisi oldugu ve antioksidan
sisteminde yer almakta olan GR, GST, GPx ve APx enzimlerinin bu stres kosullarina

bitkiyi bir siire tolere edebildikten sonra aktivitelerinde azalma meydana geldigi
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bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglarin stres faktorlerinin antioksidan enzim
sistemindeki bazi enzimlerin ve verim parametrelerinin defne bitkisindeki islevinin
aydinlatilmasma katkida bulunacagini umuyoruz. Calismamizin bundan sonra
yapilacak olan defne bitkisi, stres faktorleri ve antioksidan enzimler ile ilgili

caligmalara yardimci olacagi diisiincesindeyiz.
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