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TESEKKUR

Calismalarim boyunca bana gostermis oldugu anlayis, yardim ve yonlendirmelerden ve
yalniz bilimsel ¢aligsmalarla sinirli kalmayip benim kisisel vasiflarima da yapmis oldugu
katkilardan dolay1 degerli hocam sayin Yrd. Dog. Dr. Servet OZCAN’ a tesekkiirii bir

borg¢ bilirim.

Ihtiya¢ duydugum her an degerli yardimlarini benden esirgemeyen saym hocam Yrd.
Dog. Dr. Mikail AKBULUT ’a ve Dr. Ebru SAATCI’ ye sonsuz tesekkiir ederim.
Verdigi sonsuz moral ve destek i¢in degerli hocam saym Dog. Dr. Coskun TEZ’ e de

tesekkiirlerimi bildiririm.

Ayrica hayata dair bana 6grettikleri tiim bilgiler ve kazandirdiklar1 tim deneyimler i¢in
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yiireklendiren, bana tuttugumu koparmay1 6greten, idealistligi asilayan kiymetli babam
Tuncer TOPRAK. Sefkatini, duasini benden esirgemeyen her tiirlii kahrima katlanan
yiiregi tertemiz annem Giilderen TOPRAK. Sikintilarima katlanan, 6fkeme sabreden
kardeslerim Giilsen, Azime, Tugba ve Murat TOPRAK ve dedem Omer TOPRAK. Hep

yanimda olmaniz temennisi ile sizleri cok seviyorum.

Bir 6zel tesekkiir de laboratuar ortamini uyum iginde paylastigim ¢alisma arkadaslarim
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Seval, Giizel ve Tugba ’ ya da emekleri i¢in ¢ok tesekkiir ediyorum.
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Cd(1I) VE Cu(Il) AGIR METAL STRESi UYGULANAN PHANEROCHAETE
CHRYSOSPORIUM‘DA ANTIOKSIiDAN ENZIMLERDE DEGISEN
MIKTARLARIN BELIRLENMESI

Giiler TOPRAK
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2007
Tez Danmisman:: Yrd. Dog. Dr. Servet OZCAN

OZET

Phanerocahaete chrysosporium beyaz ¢iiriikk¢iil mantarlar grubunun bir tyesi olup
lignin, seliiloz ve hemiseliillozu metabolize eder. Bu organizma potansiyel olarak agir
metal ve diger kirleticilerin biyorpsiyonu amaci ile de kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
Phanerocahaete chrysosporium hiicreleri minimal besi yerinde, zamana bagimli sabit
dozda vejetatif hiicreler ve doza bagli sabit zaman spor formda hiicreler biiyiitiilerek
bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd) streslerine maruz birakilmistir. Vejetatif hiicre
ekstraktlarindan elde edilen antioksidant enzimlerin aktivitelerine Cu ve Cd agir
metallerinin stres etkisi incelenmistir. Zamana bagimli SOD aktivitesi’nin Cu ve Cd
muamelelerinden anlamli olarak etkilenmedigi gdzlenmistir. Benzer sonuglar katalaz ve
glutatyon s-transferaz aktiviteleri i¢in de gozlenmistir. Glutatyon rediiktaz ve askorbat
peroksidaz aktiviteleri, Cu muamelesi sonucunda Onemli Olclide artmistir. Diger
taraftan, Cd varliginda glutatyon rediiktaz aktivitesi, Cu varliginda gozlenen aktiviteye
nazaran daha diisiik bulunmustur. Buna ragmen Cu varligindaki aktivite de kontrol
hiicrelerinden elde edilen aktiviteden daha yiiksek olmustur. Cd stresine maruz kalmis
vejetatif hiicrelerde askorbat peroksidaz aktivitesinde inhibisyon goézlenmistir. Doza
bagli sabit zaman spor formdan yetistirilen hiicrelerden elde edilen sonuglar
incelendiginde bakir stresi, kadmiyum stresine oranla enzim aktiviteleri iizerine daha
etkili olmustur. Yapilan denemeler sonucunda hiicrede antioksidan enzimleri i¢in Cd

muamelesinin daha toksik bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal stresi, katalaz, Siiperoksit Dismiitaz, Askorbat
Peroksidaz, Glutatyon S-Transferaz, Glutatyon Rediiktaz, Phanerocahaete

chrysosporium.



EFFECTS OF Cd(l1) and Cu(I1) HEAVY METAL STRESSES ON
ANTIOXIDANT ENZYME SYSTEMS OF PHANEROCHAETE
CHRYSOSPORIUM

Guler TOPRAK
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, July 2007
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. Servet OZCAN

ABSTRACT

Phanerocahaete chrysosporium, a white rot fungus, metabolizes lignin, cellulose,
hemicellulose and it is potentially useful organism for biosorpsion of heavy metals and
other pollutants. In this study, antioxidant enzyme activities from the cell extracts were
investigated as a function of Cu and Cd heavy metal stress. P. chrysosporium cells,
grown either vegetatively or from spore forms in glucose minimal medium, were
exposed to Cu and Cd heavy metal stresses in either dose-dependent with fixed time or
time-dependent fixed dose manner. The results demonstrated that the time dependent
SOD activity was not significantly affected from Cu and Cd treatments. The same
results were observed for the catalase and glutathione S-transferase activity. In Cu
treatments, glutathione reductase and ascorbate peroxidase activities were significantly
increased. On the other hand, glutathione reductase activity was found to be lower in the
presence of Cd compared to Cu stress. Also, Cu stressed cells glutathione reductase
activity was higher than that of the control cells. Vegetatively grown cells that were
exposed to Cd demonstrated inhibited ascorbate peroxidase activity. The results show
that Cu was more effective than Cd enzyme activities in the spore cells. Overall, in our
experimental data suggested that the Cd exposure has more toxic affect on cells in terms

of antioxidant enzymes.

Keywords: Heavy metal stress, Catalase, Superoxide Dismutase, Ascorbate Peroxidase,
Glutathione S-Transferase, Glutathione Reductase, Phanerocahaete chrysosporium
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1.BOLUM
GIRiS
1.1. Cevre

Cevre sozcligli son yillarda konusma diline girecek kadar giincellesmistir. Zira ¢evre
kirliligi, ¢evre sorunlar1 ya da ¢evre koruma gibi deyimler giinliik konusma ve yazilarda
sikca kullanilmaktadir. Gilinlimiizde genis bir kapsama sahip ¢evre sézctigii “ortam”
ifadesi ile ayn1 anlamda kullanilirken 1970’11 yillardan itibaren anlami genislemistir.
Cevrenin en genis anlami ile tanim1 “Bir canlinin veya canlilar toplumunun yasamini
saglayan ve onu devamli etkisi altinda bulunduran siirecler, enerjiler ve maddesel

varliklarin biitiinligii “seklinde tanimlanabilir [1].

1.2. Cevre Kirliligi ve Dogal Birikim

Glniimiiz diinyasindaki niifus artisi, hizli kentlesme ve teknolojik gelismeler sonucu
olusan ve dogal kaynaklar1 tehdit eden ¢evre kirlenmesi insanligin en Onemli
sorunlarindan birini olusturmaktadir. Basta insan olmak iizere, tiim canlilar c¢evre
kirlenmesinden 6nemli dlgiide etkilenmekte, baz1 durumlarda yasamlar1 sinirlanmakta,

hastaliklara ve hatta 6liimlere yol agmaktadir.

Insanlarin cevrelerinde meydana getirdikleri ekolojik etkilerin tiimii ¢evre sorunlar1 adi
altinda somutlagmaktadir. Bu sorunlar nitelikleri agisindan sanayi, tarim, ulasim ve
turizm gibi ekonomik sektdrlerden, goc ve kentlesme hareketlerine bagl alt yapi
eksikliklerinden ve dogal kaynaklarin rasyonel sekilde kullanilmamalarindan
kaynaklanmaktadir. Cevrede olusan ve rahatsiz edici ve zararh etkilerin tiimii ¢evre
kirlenmesi ad1 altinda toplanmakta ve “Insanlarin her tiirlii aktiviteleri sonucu havada,
toprakta ve suda olusan olumsuz gelismeleri ile ekolojik dengenin bozulmasina neden
olan ve ayni aktiviteler sonucu ortaya c¢ikan koku, giriiltii ve atiklarin g¢evrede

olusturdugu istenmeyen sonuglar” seklinde tanimlanmaktadir [1].



Insanlar tarafindan iiretilmis ve doga icgin kirletici olan maddelerden bazilar1 besin
zincirindeki organizmalarda birikebilirler. Bu kirleticilerden bazilarinin biyolojik a¢idan
zararsiz hale getirilmesi de s6z konusu degildir. Bu tip Kkirleticilerin 6nemli bir

boliimiinii ise agir metaller olusturmaktadir [1].

1.3. Agir Metaller

Eser miktarlar1 dahi zararli olabilen maddeler arasinda en 6nemli gurubu agir metaller
olarak adlandirilan Cu, Cd, Cr, Pb, Mn, Hg, Zn gibi elementler olusturmaktadir [1].
Ister dogal, ister insan aktiviteleri sonucu olsun, agir metallerin varlig1 ¢evre acisindan
onemli bir tehlike olusturmaktadir. Her giin biliyilk miktarlarda agir metal, metal
islemesi yapilan endiistriyel aktiviteler sirasindaki isletme yetersizlikleri sonucu alici
ortamlara desarj edilmektedir. Endiistriyel aktivitelerin yani sira tarimsal faaliyetlerin
yol actig1 metal kirliligi de goz ardi edilemeyecek kadar dnemlidir. Agir metallerin
yarattig1 en 6nemli problem, bu metallerin besin zincirinde akiimiile olarak insana kadar

ulagmalar1 ve dogada kalict olmalaridir [2].

Agir metaller diisiik konsantrasyonlarda dahi oldukga toksik olmalari sebebiyle yiiksek
organizasyonlu canlilarda sinirlere, cigerlere, kemiklere zarar verebilecekleri gibi
molekiiler diizeyde de hayati fonksiyonlara sahip enzimleri etkisiz hale

getirebilmektedirler.

Bu metallerin bulunduklar1 ortamdan uzaklastirilmas:i amaci ile ¢esitli teknikler
gelistirilmistir. Bu teknikler arasinda rediiksiyon, kimyasal c¢oktlirme, filtrasyon,
elektrokimyasal muamele, havalandirma yer almaktadir. Bu tekniklerin de kullanimi

siirli olup, sekonder (ikincil) ¢evre kirliliklerine de yol agabilmektedirler.

Tim bu sebeplerden dolayr agir metal iceren endiistriyel atiklardan metallerin
uzaklagtirnllmas1  amaciyla, c¢esitli  biyokiitle tiplerinin  biyosorpsiyon  ve
biyoakiimiilasyon i¢in kullanilmasi ¢alismalart son yillarda yogunlagmistir.
Biyosorpsiyon ve biyoakiimiilasyonda yer alan molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi,
yeni biyosorbentlerin gelistirilmesine ve metal i¢eren atiklarin tasfiyesinde daha ileri
teknolojilere  olanak  verecegi  diisliniilmektedir. Bu  sebeple  bitki ve

mikroorganizmalarin bazilar1 giderek yayginlasan bir sekilde agir metal kirliliginin



uzaklastirilmasinda potansiyel temizleyici olarak goriilmektedir ve bu amagla yapilmis
bircok calisma mevcuttur. Ornegin  Thlaspi  caerulescens  yiiksek Cd
konsantrasyonlarinda hayatta kalabilen ve Cd’a karst toleransi oldukga yiiksek bir
organizma olarak tanimlanmistir [3]. Brassica napus bitkisi iizerinde Zn ile kirletilmis
tarim topraklarinin fitoremediasyonu ile ilgili ¢alismalar yiiriitiilmistiir [4]. Sulu
camurlarda bulunan filamentli bir mikroorganizma olan Nocardia amarae’nin metal
baglama kapasitesi arastirtlmistir [5]. Endiistriyel bir sus olan ve bira fabrikasi
atiklarindan toplanan Saccharomyces cerevisiae’nin  sulu soliisyonlardan kursun,
kadmium, ve bakir1 uzaklastirma etkinligi iizerine yapilan ¢alismalar mevcuttur [6]. Bir
siyanobakteri olan Oscillatoria anguistissima’nin sulu soliisyonlardan etkili sekilde

Zn"? biyosorpsiyonu gerceklestirebildigi literatiir bilgileri arasinda yer almaktadir [7].

Mikroorganizmalarin ¢esitli derecelerde agir metal stresine karsi cevap gelistirdigi
bilinmektedir. Bu amagla yapilmis calismalardan bazilarini su sekilde 6zetleyebiliriz.
Bir siyanobakteri olan Anabaena sp. PCC 7120 susu iizerinde Fe eksikliginin neden
oldugu oksidatif stres iizerine c¢alismalar yiritilmistir [8]. Cu™ ve Zn" ile
indiiklenmis alg hiicrelerinde metal direng mekanizmasinin anlasilmasi ig¢in
mikroalglerden Pavlova viridis organizma olarak kullanilmig ve oksidatif stresi
gidermek i¢in antioksidan enzim seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir [9]. Yapilan
calismada mayalarda da agir metal uygulamasinin oksidatif strese neden oldugu
bildirilmistir. Cd uygulamasi yapilmis Rhizopogon roseolus’da Mn-SOD aktivitesinin
azaldigi, bu durumun aksine Cd uygulanmis Paxillus involutus kiiltiirlerinde Mn-SOD

aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [10].

1.3.1. Kadmiyum

Kadmiyum (Cd(II)), “li¢” biiylik toksik metalden biri olmas1 sebebiyle toksik atik olarak
degerlendirilmekte ve yiizey sularinda bulunan kadmium besin zincirinde daha
yogunlagsmakta ve insan sagligi i¢in ¢ok ciddi tehlike olusturmaktadir. Kadmiyum
yarilanma 6mrii 10-30 yi1l arasinda olan agir metallerden biridir. En yaygin kullanim
alanlar1 arasinda piller bulunur. Ayrica, kadmiyum desarj eden baglica endiistriler
madencilik, maden eritme, metal kaplama, elektronik, alagim hazirlama endiistrisi, boya

maddeleri, fosfat giibreleri, deterjanlar da kadmiyum igeren bilesikler arasindadir.



Kadmiyum potansiyel olarak toksik bir metaldir ve biyolojik fonksiyonlar i¢in hayati
gerekliligi yoktur. Bu agir metal ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik etkisini
gosterebilir. Yapilan caligsmalar neticesinde 1 uM Cd ile 24 saat muamele edilmis misir
bitkisinin kdk biiyiimesinde % 30 oraninda inhibisyon meydana geldigi bildirilmistir
[11].

Agir metaller toksik etkilerini enzim gibi 6nemli islevsel molekiillerin fonksiyonel
guruplarim1  bloke ederek, gerekli iyonlarin taginmasina engel olarak gdsterirler.
Kadmiyum tiollerle veya reaktif molekiillere karsi korunmada gorevli enzimlerle
reaksiyona girmelerinin bir sonucu olarak serbest radikallerin olusumunu tetikler.
Kadmiyumun plazma membranindaki siilfidril gurubu gibi organik ligantlara
baglanmak sureti ile membranda yapisal lezyonlarin olusumunu tetikledigi

distiniilmektedir [12].

1.3.2. Bakir

Bakir (Cu) 1s1 ve elektrik iletkenligi sebebi ile sanayi de oldukca fazla kullanilir. Boya,
kagit, petrol, giibre {iretimi ve bakir/piring kaplama endiistrileri bakir desarj eden diger
baslica endiistrilerdir. Ayrica bakir siilfat depolarda ve su sebekelerinde algisit olarak
kullanilmaktadir. Bu sebeple, su ve atik sularda Onemli miktarlarda bakir
bulunmaktadir. Normal konsantrasyon degerlerinin iistiinde de canlilarda toksik etki
gostermektedir. Bakirin toksisitesi temel olarak serbest iyonlarla iliskilidir. Bakir bir
redoks metalidir ve hidroksil, peroksi ve alkoksi radikalleri gibi serbest radikallerin
olugmasini katalizler. Bu sebeple, hiicrede oksidatif strese neden olur [13]. Bakirin
membrandaki proteinlerin siilfidril guruplarina baglanarak membrana zarar verdigi
bilinmektedir. Ayrica bakirin lipit peroksidasyonunu da tetikledigi bilgiler arasindadir

[14].



1.4. Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrysosporiu’un taksonomisi:

Alem : Fungi

Sube : Basidiomycota

Simif : Hymenomycetes

Alt sinif : Homobasidiomycetes
Takim : Aphyllophorales
Familya : Corticiaceae

Cins : Phanerochaete

P. chrysosporium Burdsall tarafindan 1974 yilinda tanimlanmustir [15]. Beyaz ciiriikgiil
mantarlar olarak bilinen gruba ait model bir organizmadir. Bu ismi bitki hiicre
ceperindeki kahverengi olan lignini parcaladiktan sonra geride beyaz bir seliiloz
kalintis1 birakmalar1 sebebi ile alirlar. Bu mantarlar ligninin depolimerizasyonunu ve
mineralizasyonunu etkili sekilde gerceklestirirler [15]. Ligninolitik sistemin hiicre
disina salman oksidatif enzimlerden olan peroksidazlar tarafindan saglandigi
diisiiniilmektedir [16]. Ligninin yani sira bitki hiicre ¢eperinin diger temel birimleri olan
seliiloz ve hemiseliillozu da pargalama yetenegine sahiptirler [17]. Ayrica oksidasyon
enzimlerini kullanmak sureti ile organik kirleticilerin parcalanmasi yoniinde de P.

chrysosporium kullanilarak bir¢ok c¢alisma yiiriitiilmektedir [18].

P. chrysosporium kati ve sivi ortamlarda yasayabilir. Ayrica siirlt besine de sahip
olsalar zenobiyotikleri etkili sekilde parcalama yetenegi sergiler. Bu o6zelliklerinden
dolayr kompleks cevre kirliliginin bulundugu ortamlara adapte olabilir ve inokiile
(asilandiklar1) edildikleri toprakta diger mikroorganizmalardan daha etkili sekilde
biiylir. Bu durum metal ile kirletilmis topraklarin bioremediasyonu (iyilestirme) i¢in bir

avantaj teskil eder [19].

1.4.1. Phanerochaete chrysosporium ile Yiiriitiillen Calismalar

Beyaz ¢iiriik¢iil bir fungus olan P.  chrysoporium’un canli ve/veya inaktive
edilmisformlar1 agir metal uzaklastirilmasinda biyosorbent model organizma olarak

kullanilmistir [20, 21].



Bu organizmada metal baglama kinetikleri detayli bir bicimde incelenmistir [20, 21,
22]. Kiiltlir ortaminda yapilan ¢aligmalarda Pb, Cd, Ni, Co, Mg, Hg ve Cu’in yiiksek
konsantrasyonunun biiylimeyi olumsuz etkiledigi misel olusumunu inhibe ettigi rapor
edilmigstir [23]. Bu ¢aligmalar gostermektedir ki, agir metaller hiicre igerisine yiiksek

miktarda transport edilmektedir.

P.chrysosporium’un genom projesi bilyiik oranda tamamlandig1 halde [24] proteinlerine
iligkin bilgiler (ORF tanimlamalar1 hari¢) azdir ve molekiiler hiicre biyolojisi hakkinda
literatiir bilgileri olduk¢a smirhidir. Bu model organizmanin gerek agir metallerle
gerekse dogal ortamim1 mimik ederek yapilan molekiiler ¢alismalart sdyle
Ozetleyebiliriz: P. chrysosporium’un ¢dziiniir proteinlerinin belirlenmesine yonelik 2-
DE jel calismalar1 yiiriitiilmiis bu asamayi takibende MALDI-TOF-MS analizleri
yapilmak sureti ile organizmanin biiylidiigii kosullar altinda agiga ¢ikan protein
spotlarinin tanimlanmasi ¢aligmalari yapilmistir. Ayrica bu organizmanin agir metal (Cu
ve Cd) uygulamasma karsi gosterdigi tepki kismende olsa proteom diizeyinde
belirlenmistir [25]. P. chrysosporium hakkinda yapilan bir diger bir molekiiler ¢alisma
da sekretomdur. Seliiloz igeren ortamda yetistirilen organizmanin meydana getirdigi gen
iiriinlerini protein diizeyinde tanimlamaya yonelik ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Bu amagla

elde edilen veriler ve veritabani karsilastirmalar1 yapilmistir [17].

P. chrysosporium genetik analiz ¢alismalarinda da kullanilmistir. Genomdaki ¢esitli
tekrarlayan elementlerin belirlenmesine calisilmistir. Ayrica korunmus elementlerin
sekanslanmasi ve haritalanmasi yapilmistir [26]. Ayrica P. chrysosporium kullanilarak
cesitli hiicre dis1 uyaranlara karsi gelistirdikleri antioksidan enzimler hakkinda
calismalar yiiritiilmiistiir. Besi yerinde diisiik ve yiiksek azot igerigi olusturulmak sureti
ile yiiriitilen ¢alismada katalaz aktivitesi incelenmistir [16]. Bu organizma model
olmast ve kagit endiistrisinde kullaniomi  sebebiyle g¢esitli  enzimlerin
(ligninaz/peroksidaz) tanimlanmasi ve saflagtirilmasina yonelik olarak cesitli calismalar

da ytiritilmustiir [27].

Cevreyi kirletici bilesiklerin etkisizlestirilmesi ile ilgili olarak yiiriitiilen ¢alismalarin en
yaygin olant biyosorpsiyon ¢aligmalaridir. Konvansiyonel tekniklere potansiyel

alternatif olarak agir metal ve diger organik kirleticilerin etkili sekilde, maliyeti diisiik



ve ¢evreyle dostu tekniklerle temizlenme arayislarinda P. chrysosporium oldukga tercih
edilen bir organizma durumundadir. Biyosorpsiyon etkinligi, degisen kirletici kimyasal
bilesiklere karsi gelistirilen absorpsiyon kapasitesi ¢aligmalar1 yliriitiilmiistiir. Pb ile
kirletilmis topraklarda yiiriitiillen bioremediasyon calismalarinda da bu fungus tercih

edilmistir [19].

1.5. Oksijenin Aktivasyonu Ve Serbest Radikaller

Diinya iizerindeki hayata ait 6nemli bir gizem de aerobik yasami destekleyen oksijen
molekiiliiniin yalniz enerji metabolizmasi ve solunum i¢in 6nemli olmakla kalmayip,
ayn1 zamanda canli i¢in zararli kosullara ve hastaliklara da zemin hazirlamasidir [28].
Yaglanma, kanser vs. gibi bircok durumun temel sebebi oksijenin indirgenmis

formlaridir.

Temel durumda bulunan atmosferik oksijen, diger gaz halde bulunan elementlerden
farklidir. Bunun sebebi oksijenin biradikal diger bir ifade ile iki adet eslesmemis
elektrona sahip olmasidir. Bu 6zelligi sebebi ile oksijen aktive edilmedigi siirece
organik molekiillerle reaksiyona girmez. Oksijendeki eslesmemis elektronlar paralel
spinlere sahip oldugunda aktivasyon kazanirlar. Eslesmemis elektronlar zit spinlere

sahip olduklarinda oksijen molekiilii organik maddelere kars1 reaktif degildir.

Oksijenin aktivasyonuna ait mekanizmada oksijenin kademeli olarak siiperoksit (O, ),
hidrojenperoksit (H,O,), hidroksil radikali (OH ) ve son olarak da suya indirgenmesi

sOz konusudur.

Siiperoksit hem oksidant hem de rediiktant olarak gorev yapabilir; kiikiirdii, askorbik
asidi ve NADPH’1 oksitleyebilecegi gibi sitokrom € ve metal iyonlarim1 da
indirgeyebilir. Siiperoksitin dismiitasyonu ile hidrojen peroksit ve oksijen meydana gelir
ve bu durum kendiliginden olusabilecegi gibi siliperoksit dismiitaz enzimince de
katalizlenebilir. Siiperoksidin protonlanmig hali (pKa=4.8) olan perhidroksil radikali
(.O-O:H) daha gii¢lii oksitleyici 6zellige sahiptir fakat biyolojik mekanizmalarla ilgisi
oldukca diisiik diizeydedir. Ciinkii perhidroksil radikalinin fizyolojik pH’lardaki
¢Oziiniirliigl oldukea diisiiktir.



Siiperoksitin tek degerlikli hale indirgenmesi sonucunda hidrojen peroksit olusur.
Hidrojen peroksit serbest radikal degildir ¢iinkii biitiin elektronlar1 eslesmis halde
bulunur. Fakat uzaklastirilmadig1 takdirde daha reaktif olan hidroksil radikallerinin
olusumuna sebep olur Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecebilir. Bu
sebepten Otiirli hiicrede kompartmanlagma gostermezler. Peroksidazlar gibi bazi
enzimler hidrojen peroksidi oksidasyon reaksiyonlarinda substurat olarak kullanirlar

[28, 38].

1.6. Hiicredeki Serbest Radikal Olusturan Kaynaklar

Oksijenin siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olusturmak igin
indirgenmesi bir¢ok temel biyolojik sistemde oksijenin aktiflestirilmesi i¢in kullanilan
mekanizmadir (Sekil 1). Bununla birlikte ¢ogu fotosentetik organizmada fotosistemlerce
singlet oksijenin olusturulmasi da dnemlidir. Aktif oksijen, metabolizmanin bir pargasi
olarak kompleks kimyasal reaksiyonlarin ger¢eklesmesiyle veya kimyasal veya ¢evresel
stres faktorlerine bagli olarak enzim veya elektron tagima sistemlerinin fonksiyonunu
yitirmesi ile ortaya ¢ikar. Bitki hiicrelerinde kloroplastlar, mitokondriler, endoplazmik
retikulum, plazma membrani1 ve hiicre ¢eperi aktif oksijen iiretiminin gerceklestigi temel

noktalardir [28].
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Sekil 1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve siiperoksit ve hidrojen peroksitin
enzimatik yollarla uzaklastirilmalari.




Kloroplastlarda oksijenin aktiflesmesini saglayan en az dort bolge bilinmektedir. Ilkinde
PSI (fotosistem I)’de ve NADP’nin sl oldugu kosullar altinda oksijenin
indirgenmesi saglanir. Ikinci olarak 15181n etkisi ile aktiflesen klorofilin kazandig1 enerji
singlet oksijen olusumuna neden olabilir. Bu durum elektron tagima sisteminden serbest
birakilan 151k enerjisinin yakalanmasinin engellendigi kosullarda gerceklesir. Ugiincii
olarak PSII’nin oksitleyici kismindan molekiiler oksijene dogru elektron sizmasi
oldugunda aktif oksijen olusumu meydana gelir. Son olarak ise fotorespirasyondan
otirt glikolat meydana gelir. Bu {iriiniin peroksizomlarda gergeklesen metabolizmasi

sirasinda da aktif oksijen meydana gelir.

Mitokondrilerdeki temel siiperoksit meydana getiren etkenler ubiquinone radikali ve
NADPH dehidrogenazlardir. Siiperoksit radikalleri solunum zincirinde indirgenen
bilesiklerin oto-oksidasyonu sonucu olusur. Fe-S proteinleride mitokondride yer alan ve

olasi siiperoksit olusturan birimlerdir [29].

Graniilsiiz ER da gergeklesen ¢esitli oksidatif reaksiyonlarda da NAD(P)H’1n elektron
vericisi olarak kullanildig1 tepkimelerde organik substratlara oksijen transferi olmakta

ve ortaya aktif oksijen ¢ikmaktadir.

Peroksizomlar ve glioksizomlar yag asitlerinin B-oksidasyonunu saglayan enzimlerin
yani sira glikolat oksidaz, katalaz ve cesitli peroksidazlar1 da igerir. Glikolat oksidaz

glikolattan oksijene iki elektron transferini katalizler ve sonugta HO, meydana gelir.

Lignin biyosentezi gibi bir takim reaksiyonlarda ve oksidatif enzimlerde hiicre
ceperinde aktif oksijen olusumuna neden olurlar. Bu da oksidatif stres sinyali olarak

algilanabilir [28].

1.7. Oksijen Radikallerinin Meydana Getirdigi Hasarlar

Aktiflesmis oksijenin organik substratlarla reaksiyonu in vitro soliisyonlarda oldukca
komplekstir. Fakat biyolojik sistemlerde membran yiizeyinin 6zelligi, elektriksel yiikler,
makromolekiillerin baglanma o6zellikleri ve enzim, substrat ve Kkatalistlerin

kompartmanlagmasi sebebi ile bu reaksiyonlar daha karmagiktir. Oksidatif hasarlar her
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zaman hiicre Oliimlerine neden olmazlar fakat membran lipitlerine, proteinlere ve

niikleik asitlere ciddi hasarlar verebilirler [29, 30, 31].

1.7.1. Proteinlerde Meydana Gelen Hasarlar

Proteinlere yapilan oksidatif saldirilar spesifik amino asit modifikasyonlarina, peptit
zincirlerinin parcalara ayrilmasina, capraz bag kurmus {riinlerin kiimelesmesine,
elekriksel yiik degisimlerine, parcalanmalara duyarlilifin artmasina neden olur.
Proteinlerin primer, sekonder ve tersiyer yapisi ve amino asitlerin ¢esidi proteinlerin
reaktif saldirilara karst duyarliligini degistirir ve peptidin  reaktivitesini etkiler.
Ozellikle kiikiirt iceren amino asitler ve tiol gruplart oldukc¢a duyarli alanlardir.
Proteinlerin oksidatif olarak zarar gérmesi durumu Fe gibi redoks doniisiimii yapabilen
metal kofaktorlerin varliginda artar. Boyle durumlarda metal, proteinin iki degerlikli
katyonlar1 baglayan bolgesine baglanir ve hidrojen peroksit ile reaksiyona girer.
Reaksiyon sonunda hidroksil radikali meydana gelir ve bu radikalde amino asit

dizilerini oksitler [29].

1.7.2. DNA’da Meydana Gelen Hasarlar

DNA diger makromolekiillere nazaran oksidatif hasarlara karsi daha az toleransa
sahiptir. Aktif oksijen tiirleri DNA’da mutasyona kadar bir¢cok oliimcil etkinin
olusumunu tetikler. DNA’nin seker ve bazlar1 oksidasyona karsi olduk¢a hassastir ve
oksidasyon, bazlarin degredasyonuna, tek zincirde kirilmalara ve proteinlere

baglanmalara sebep olur [29, 30].

1.7.3. Lipitlerde Meydana Gelen Hasarlar

Serbest oksijen radikalleri, hiicresel membranlara lipit peroksidasyonu yoluyla zarar
verir. Peroksidasyon reaksiyonlar1 yag asitlerinin agil zincirindeki ¢ift baglarla serbest

oksijen radikalleri arasinda gergeklesir [29].

Lipitlerin peroksidasyonu ii¢ farkli adimda gerceklesir. Bu asamalar baslangic, uzama
ve sonlanma basamaklaridir. Reaksiyonun baslama basamagi doymamis yag asitleri ve
hidroksil radikalleri arasinda olur. Uzama basamaginda ise ilk basamakta meydana

gelen yapi triplet oksijenle reaksiyona girer ve ilerleyen reaksiyon basamaklarinda lipit
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peroksitler olusur. Bu reaksiyonlarda hidroksil radikallerinin rolii yangini baglatan
kivileim gibidir. Lipit sistemlerinde hidroksil radikallerinin sira dis1 reaktivitesinin
temelinde cok diisiikk konsantrasyonlarda bir zincir reaksiyonu baglatabilmesi yatar.
Meydana gelen lipit peroksitler metal katalizleyicilerin varliginda olduk¢a kararsizdir.
Membran lipitlerindeki peroksidasyon reaksiyonu radikal olmayan konjuge iiriinleri
meydana getirmek icin karbon veya peroksi radikalleri ile ¢apraz bag kuruldugunda
sonlanir. Reaksiyon sonunda malondialdehit gibi aldehitler ve ethan ve etilen gibi

hidrokarbonlar lipit peroksidasyonunun son iiriinleri olarak ortaya ¢ikar [28].

1.8. Antioksidan Savunma Sistemi

Insanlarinda icinde bulundugu tiim aerobik canlilar oksidatif &zellikteki bilesiklerin

verecegi hasarlara karsi bir savunma sistemine sahiptir.

1.8.1. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemi

Enzimatik olmayan savunma antioksidan maddeler olarak bilinen glutatyon, askorbat
(vitamin C), tokoferol (vitamin E) ve flavonoitler, lignin, tanin gibi bilesikler tarafindan
yuritiiliir. Bir tripeptit olan glutatyon (y-Glu- Cys-Gly, GSH) diisiik molekiiler agirliga
sahip olup bir dokuda, hiicrede ve hiicresel kompartmanlarda bulunur. GSH en fazla
kloroplastlarda bulunur, fakat 6nemli miktarlarda da sitozolde mevcuttur. GSH’ 1n
antioksidan ozelligi sisteinin siilfidril grubundan kaynaklanir. GSH ikinci bir GSH
molekiili ile siilfidril grubundan baglanarak bir disiilfit bagi olusturur ve ortaya okside

glutatyon (GSSG) ¢ikar.

GSH kimyasal olarak singlet oksijen ile siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile
reaksiyona girerek serbest radikalleri etkisizlestirmede dogrudan rol oynar. Ayrica lipit
peroksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan acil peroksitleri uzaklastirarak membran yapisinin

kararliligina katki saglar [29, 30].

Askorbik asit (vitamin C) hayvan ve bitki dokularinda bulunan 6nemli antioksidan
bilesikler arasinda yer alir. Askorbat indirgeyici olarak calisarak oksidatif hasara karsi
koruma saglar. Ayrica askorbat bir¢ok reaksiyonda elektron vericisi olarak da rol oynar

[28].
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Hidrofobik dogasindan otiirli a-tokoferol membranda yer alir ve iyi bir membran
stabilizasyonu saglar. Serbest yag asitleri ile kompleks olusturabilme 6zelliklerinden
dolayr da membranda deterjan gibi davranarak lipit tabakasinin dagilmasina ve
membran agregasyonuna neden olabilir [28]. Ayn1 zamanda vitamin E 1iy1 bir singlet

oksijen ve alkil peroksit avlayicisidir.

1.8.2. Enzimatik Savunma Sistemi
1.8.2.1. Siiperoksit Dismiitaz (EC 1. 15.1. 1)

Aktif oksijen tiirleri yliksek reaktif oOzelliklerinden dolayr herhangi bir koruma
mekanizmas1 olmadig: takdirde hiicre duvariin yapisina ve fonksiyonlarina zarar verir
[32]. Siiperoksit dismiitaz (SOD), ilk defa McCord ve Fridovitch tarafindan izole

edilmistir ve yliksek derecede reaktif olan aktif oksijen tiirlerinden siiperoksit anyon

radikallerini (Oz'_) katalizleyerek organizmalara oksijen varliginda hayatta kalma

imkanin1 veren bir enzimdir. Bu reaksiyon oksijen metabolize eden tiim organizmalarda
ve baz1 anaerobik canlilarda gergeklesir ve sonucunda molekiiler oksijen (O,) ve
hidrojen peroksit (H,0O,) aciga ¢ikar. Bu katalitik mekanizma metal iyonunun ardisik
oksidasyon ve rediiksiyonuna dayanir. SOD prostetik gurup olarak demir, manganez
veya bakir + c¢inkoyu tasiyan bir metalloproteindir. Bu metal iyonlar1 siiperoksit
radikallerinin enzim aktif bolgesine elektrostatik olarak yonlendirilmesini saglar. Bu
enzim genelde aktif oksijen olusturan hiicre kompartmanlarinda bulunur. Cu-Zn igeren
SOD birgok dkaryotik canlidan izole edilmistir. Ayrica sasirtict sekilde birkag bakteride
de rastlanmistir. Mn-SOD prokaryotlarda ve Okaryotlarin mitekondrilerinde tespit
edilmigtir. Fe-SOD ise birkag¢ prokaryotik organizmada bulunmustur [27].

Prokaryotik Mn-SOD ve Fe-SOD ve Okaryotik Cu/Zn-SOD enzimleri dimer yapidadir.
Mitekondrilerdiki Mn-SOD ise tetramerik yapidadir. SOD’un tiim formlar1 ¢ekirdek
tarafindan kodlanir ve amino ucunun isaretlenmesi ile de gidecegi hiicre kompartmani

belirlenir [33].
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1.8.2.2. Katalaz (EC 1. 11.1.6)

Hidrojen peroksit (H,O;) reaktif bir oksijen tiirii olup hiicreler tarafindan yag asitlerinin
peroksizomlarda f—oksidasyonu, fotorespirasyon ve piirin katabolizmasi gibi normal
aerobik reaksiyonlarda olusturulur ve farkli konsantrasyon seviyelerinde mitojenik
biiylimeden apoptosise kadar bir ¢ok hiicresel cevap mekanizmasinda etkinlik gosterir.
Katalaz cesitli streslere karsi gelistirilen cevap mekanizmalarindandir. Ayrica
patojenlerin oldiiriilmesinde de savunma sistemi hiicreleri tarafindan iiretilir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki H,O, hiicrelere zarar verir ve hiicrelerde birikimi protein, lipit ve
DNA gibi hiicresel hedeflerin oksidasyonuna yol acar. Bu durum ise mutasyonlarin
olusmasina ve/veya hiicre Oliimiine yol acar. Bu sebeple H,O,’nin hiicreden
uzaklagtirilmasi oksidatif hasardan korunmak i¢in 6nemlidir [34] ve bu gorevde katalaz

tarafindan ytirttiliir.

Hidroperoksidaz olarak da isimlendirilen katalaz bir sitokrom sistemine sahip tiim
aerobik canlilarda bulunan ve H,O;’in su ve oksijene parcalanmasini katalizleyen 6zel

bir proteindir.
2 H,O0; 2 2 H,O + O,

Hidrojen peroksitin (H,O;) bu sekilde uzaklastirilmasi1 sayesinde daha reaktif olan
hidroksil radikallerinin olusumu Onlenmis olur. Bu reaktif oksijen tiirlerinin

uzaklastirilmasi aerobik ortamda yagamay1 kolaylastirir.

Aktif oksijen tiirlerine kars1 etkili olmasindan dolayi, ¢ogu aerobik organizma ii¢ temel
enzim sinifindan birine ait katalaz enzimine sahiptir. Bu enzim siniflarindan en genis
olanina ait katalaz enzimi tipik tek fonksiyonlu 6zellikte olup hem-gurubu igerir ve 60
kDa veya 80 kDa alt iinitelere sahiptir. Ikinci en genis guruba iiye katalazlar ise
katalaz-peroksidaz seklinde iki fonksiyona sahip hem-gurubu igerirler, ancak sekans
olarak bitki ve fungus peroksidazlarina benzerlik gésterirler. Ugiincii gurup ise en kiigiik
gurubu olusturur. Bu gurubun iiyesi katalazlar ise hem-gurubu icermezler veya Mn

igerirler.
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Kiictik alt tliniteye sahip tek islevli katalaz enzimi tiim oOkaryot ve prokaryotlarda
bulunmasia ragmen arkealarda tespit edilememistir [33]. Insanlarda katalaza en ¢ok
karacigerde, bdbrekte ve eritrositlerde rastlanmugtir. Okaryotik katalazlar NADPH’a
bagli olarak bulunurlar. Bu durum onlarin daha kararli yapida kalmasimi saglar ve
normal katalitik dongii disinda ikinci tip bilesiklerin olugsmasini 6nler [35]. Biiyiik alt
{initeye sahip katalaza ise fungus ve bakterilerde rastlanmustir. iki fonksiyonlu katalaz-
peroksidaz aktivitesi gosteren guruba ise prokaryotlarda ve arkealarda rastlanmistir.

Hem-gurubu icermeyen katalaza ise yalnizca bakterilerde rastlanmistir.

Katalaz ve peroksidaz enzimlerinin her ikisi de H,O,’i parcalar. Ancak katalaz hem
elektron alicist hem de elektron vericisi olarak H,O, kullanirken, peroksidazlar ise

H,0,’1 indirgemek i¢in organik bir substurata (RH,) gereksinim duyarlar.
H,O, + RH2 > 2H,O + R

H,0,’in pargalanmasini saglayan reaksiyon iki asamada gerceklesir. Ilk asamada H,0 ,

suya ve oksiferil tiirlerine (bilesik I) ayrilir.

Hem-Fe ™ + H,0, > hem-Fe¥ =0 (bilesik I) + H,O

Bilesik I bir diger H,O, molekiilii ile reaksiyona girer ve sonugta su ve molekiiler

oksijen meydana gelir [36].

Hem-Fe'' =0 + H,O, = hem-Fe m, 0O, + H,O

1.8.2.3. Askorbat Peroksidaz (EC 1. 11. 1. 11)

Askorbat peroksidaz hem peroksidaz enzim ailesinin bir iiyesi olup mayadan insana
kadar pek ¢ok canlida bulunur. Askorbat peroksidaz hidrojen perokside bagli olarak
farkli substuratlar1 katalizler. Fakat enzimin fizyolojik substurati askorbattir (vitamin

C). Askorbatin disinda baz1 aromatik substuratlarin (AH,) da oksidasyonunu katalizler.

2Askorbat + H,O, ? 2 monodehidroaskorbat radikali + 2H,0

Peroksidaz

H,O, + 2AH, 2H,O +2AH "
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Askorbata bagli askorbat peroksidaz aktivitesi ilk olarak 1979 yilinda bulundu. Bu
enzim smif [ peroksidaz enzim ailesine ait olup bitkilerde, alglerde ve sadece
siyanobakterilerde hidrojen perokside bagli askorbat oksidasyon reaksiyonunu katalizler

[37].

Fizyolojik kosullar altinda reaksiyonun ara iirlinii monodehidroaskorbat radikali olup
baska bir enzimce tekrar askorbata indirgenir. Askorbat peroksidaz sitozolde,
kloroplastlarda, peroksizomlarda bulunur [38]. Biitiin askorbat peroksidaz enzimleri
elektron vericisi olarak askorbata yiiksek Ozgiilliik gosterir. Fakat enzimin fizyolojik

kosullarda bulunmayan substuratlar1 da okside etme yetenegi de vardir [39].

1.8.2.4. Glutatyon Rediiktaz (EC 1. 6. 4. 2)

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini
katalizleyen bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz redoks dongiisiinde onemli bir enzim
olup, indirgenmis hiicresel GSH’in hiicrede yeterli seviyede kalmasini saglar. GSH
antioksidan olarak gorev yapar ve serbest radikal ve organik peroksitlerle reaksiyona
girer, amino asit tasiniminda gorev alir, organik peroksitlerin detoksifiyesinde ve
zenobiyotiklerin metabolizmasinda gorevli glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-

transferaz enzimlerinin substratidir.

Bu homodimerik enzim flavoprotein disiilfit oksidorediiktaz enzim ailesinin bir
tiyesidir. Her bir alt tinite dort domaine sahiptir. Bunlar N-ucundan baglayarak: FAD
baglanma domaini, NADPH baglayan domain, merkezi bir domain ve bir ara domain.
Enzimin aktif bolgesi dimerik yilizde yer alir. GSSG baglayan enzim bdolgesi her iki alt

tinitenin residiilerinden olussa da sadece dimerik form aktiftir.

Okside glutatyonun indirgenmesi ¢ok asamali bir reaksiyondur. Baslangi¢ olarak enzim
NAHPH tarafindan indirgenir. indirgenmis glutatyon rediiktaz GSSG molekiilii ile
reaksiyona girer ve bu reaksiyon bir disiilfit degisimi ile sonuglanir. Sonugta GSH
molekiilii ve GReq — SG kompleksi ortaya cikar. GR..q — SG kompleksinde ikinci bir
disiilfit degisimi ile sonuglanan bir elektron diizenlemesi gerceklesir. Ikinci GSH

molekiiliiniin enzimden ayrilmasi ile enzim tekrar okside forma doniisiir [40].
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Glutatyon Rediiktaz

GSSG + NADPH +H * > 2GSH + NADP"

Glutatyon rediiktaz hayvanlarda, bitkilerde ve bakterilerde bulunur. Bu enzim askorbat-
glutatyon reaksiyon yolunda gorevli Onemli bir enzimdir. Bu sistem sayesinde
memeliler hemoglobin ve diger proteinlerini peroksitlerin verebilecegi zarardan korur.
Endojen veya ekzojen nitrik oksit uygulamast GSH olusumunu azalttig1 i¢in hiicresel
dengeyi bozar. Bir stres meydana gelir ve enzimin inhibisyonu gerceklesir. Glutatyon

rediiktaz mitekondrilerde ve peroksizomlarda bulunmustur [41].

1.8.2.5. Glutatyon S-Transferaz (2. 5. 1. 18)

Glutatyon S-transferaz bir enzim ailesi olup c¢esitli bilesiklerle indirgenmis glutatyon
arasinda konjugasyonu saglar. Bu reaksiyon sonunda aktif olamayan, suda ¢oziinebilen,

daha az zararl iiriinler ortaya ¢ikar.

GST
G-SH + CDNB > G-SDNB Conjugate + HCI

Bilinen tiim sitozolik GST enzimleri homodimer veya heterodimer yapida olup alt

tinitelerinin molekiiler agirlig1 23—29 kDa arasinda degisir [42].

GST canlilarda genis bir dagilim gosterir. Aerobik organizmalari oksidatif hasarlardan
ve elektrofilik saldirilardan korur. GST mutajenlerin, karsinojenlerin ve diger toksik
maddelerin etkisizlestirilmesinde gorevlidir. GST aktivitesinin bitkilerde, boceklerde,
mayalarda, bakterilerde ve Ozellikle karaciger olmak iizere cogu memeli dokularinda
bulundugu ve detoksifikasyonda anahtar rol oynadigi bilinmektedir. Memelilerde
GST’nin  biyofonksiyonelligi ~ ve  sekans  benzerlikleri  dikkate  alinarak

a, K, W, o, T, 6, &, 0 siiflara ayrilmistir [43].

Cevresel stres faktorlerince olusumu tetiklenen reaktif oksijen tiirlerine karst GST’ler
hiicre membranini, DNA’y1 ve proteinleri korur. Memelilerde 16kosit ve diger fagositik
hiicrelerin mikroplar1 yok etme c¢aligmalar1 sirasinda kullandiklar1 nitrojen oksit,

stiperoksit hipoklorit ve hidrojen peroksit gibi kimyasal bilesikler ayn1 zamanda
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DNA’nin oksidatif hasarina sebep olabilir. Benzer bir savunma sistemine bitkilerde de

rastlanmistir. GST ise tiim bu bilesiklerin zararlarina kars1 koruma saglar [42].

1.9. Calismanin Amaci

Agir metallerle stres uygulanan hiicrelerdeki antioksidan enzimlere ait bir ¢alisma, P.
chrysosporium i¢in heniiz yapilmamustir. Ayrica, bu konu ile ilgili literatiirde diger
Basidiomycetes grubu iiyeleri i¢in de literatiir bilgisi yok denecek kadar azdir.
Yiritilen bu c¢alismada, biyoteknolojik model sistem olan Phanerochaete
chrysosporium’un (ATCC 24725) uygulanan 2 ayr1 agir metale karsi [Cd(IT) ve Cu(Il)]
antioksidan enzimler diizeyinde gelistirdigi yanitin molekiiler (biyokimyasal) seviyede

net bir bicimde tarif edilmesi amag¢lanmaktadir.



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM
2.1. Mikroorganizma

Bu ¢alismada beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin bir iiyesi olan Phanerochaete chrysosporium
(ATTC 24725) kullanildi. Organizmanin uzun doénemli saklanmasi i¢in Sabaroud
Dextrose Slant Agar (SDSA) hazirlandi. Besi yerinin hazirlanmasi 6zetle su sekilde
gerceklestirildi; Istenilen hacimlere uygun olarak Sabaroud Dekstroz agar miktari
belirlendi ve distile suda ¢o6ziildii. Mikrodalga firin yardimiyla (Beko MD 1500)
tamamen ¢Ozlinmesi saglanan dextrose agar icerigi cam tiiplere 7-8 mL olacak sekilde
paylastirild. Tiiplerin agz1 kapatilarak 121 °C de 15 dakika 1.5 Atm’de otoklavland: ve
tiipler yatik sekilde konumlandirilarak katilagsmasi saglandi. Katilasan besiyerlerinin bir
kismu ileri ki kullanimlar icin 4 °C’ ye kaldirilirken bir kismi da fungus sporlart ile
inokiile edildi. Inokiilasyonu gerceklestirilen tiipler inkiibatére (Binder Sogutmali
Inkiibator Model K113) alinarak 4 giin boyunca 35 °C’ de sporlanmaya birakildi. Bu
siirenin dolmasi ile alinan fungus sporlar1 uzun stireli koruma ve ileride sivi kiiltiirde
kullanilmak amaci ile 4 °C” ye muhafaza edildi. Kiiltiiriin siirekliligi i¢in agar slantlarin

aylik pasajlar1 yapildu.

2.2. Biyokiitlenin Hazirlanmasi

P. chrysosporium (ATTC 24725) sporlar1 yatik SDSA yiizeyinden steril 6ze yardimu ile
6 mL distile su icerisinde kazindi. Cam teflon el homojenizatoriiyle homojenize edilerek
spor siispansiyonu elde edildi. Elde edilen spor siispansiyonu 2x10° spor/mL icerecek
sekilde Hitachi U.V/Vis spektrofotometresi kullanilarak 650 nm’ de OD 0.5 olacak
sekilde distile su ile ayarlandi [15]. Calisma i¢in fazla hacim gerektiren durumlarda,
birden fazla agar slantin kazinmasi ile elde edilen spor siispansiyonundan erlenmayerler

igerisinde bir havuz olusturuldu. Sporlar bu sekilde 10-15 dakika bekletildi.
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Biyokiitlenin olusturulmasi i¢in, 1.5 mL spor siispansiyonu Prouty (1990) tarafindan
gelistirilen minumum siv1 glikoz besiyerine (10 g/L glukoz, 2 g/ KH,PO4, 0.5 g/L
MgSO,, 0.1 g/l CaCly, 0.12 g/ NH4Cl ve 0.001 g/L tiamin igeren besi yerinin pH
degeri ise 4.5 olacak bi¢imde ayarlanir) 150 mL s1v1 glikoz minimum besi ortami igeren
erlenmayerlere asilanmistir. Kiiltiirler, 35 °C ‘de 200 rpm’de sallamali olarak 40 saat
inkiibe edilmistir. Miselyum c¢aplar1 2 ila 4 mm oldugunda organizma biyokiitle sivi
ortamdan filtrasyonla uzaklastirilip sivi azotla soklanarak dondurulup -20 °C de

muhafaza edilmistir.

2.3. Kiiltiirlerin Agir Metal Ile Indiiklenmesi

P. chrysoporium’da agir metaller varliginda indiikleme g¢alismalar1 (i) sabit agir metal
konsantrasyonu/degisik  indiiksiyon  siiresi veya (i1) degisik agir metal
konsantrasyon/sabit indiiksiyon siiresi olmak tizere iki degisik parametreye gore yapildi.
Bunlardan ilkinde, spor ile asilanan kiiltiirlerin rotary shaker’ da 200 rpm’ de 35 °C’ de
40 saatlik metalsiz biiylimelerinin ardindan (miselyum cap1 yaklasik 2 ila 4 mm olan
biyokiitleye) agir metal uygulamalarina gecildi. 5000 mg/L olacak sekilde tartilan ve
distile suda ¢oziilerek hazirlanan (5000 ppm’ lik) Cu(NOs), . 22 H,O veya Cd(NOs3),.
4H,0 stok soliisyonlarindan erlenlerdeki son konsantrasyon 10 ppm (stoktan 300 pL
alinmak suretiyle) olacak sekilde agir metal eklenen paralel kiiltiirlerde 1, 2, 4 ve 8 saat
zaman noktalarinda orneklerin yetistirilmesi saglandi. Bu siire sonunda miselyumlarin

bliytimesi baslik 2.2. de belirtildigi gibi durduruldu.

Ikinci uygulamada ise 150 mL sivi besi yeri igeren erlenlere spor eklendi ve son
konsantrasyonlar1 5, 10, 15 ve 20 ppm olacak sekilde 5000 ppm’ lik stok Cu(NOs), . 2%
H,0 ve Cd(NOs), . 4H,0 soliisyonlarindan agir metal ilavesi yapildi. Kiiltiirler yine 200
rpm’ de 35 °C’ de 40 saatlik biiyiimeye birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda biiyiimeye

son verildi.

Uygulama siiresi dolan ve biiylimesine son verilen kiiltiirlerdeki hiicreler besi yerinden
filtre edilerek uzaklastirild: ve hiicreler iki kez dH,O ile yikandi. Bu sayede hiicrelerin

tamamen besi yerinden arindirilmasi saglandi. Elde edilen hiicreler protein
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ekstraksiyonu i¢in -80 °C’ ye kaldinldi. Her uygulamada agir metal uygulamasi

yapilmamis 40 saat siireyle yetistirilen hiicreler kontrol olarak kullanildi.

2.4. Protein Ekstraksiyonu

Protein ve enzim ekstraksiyonu i¢in fungus hiicreleri 6n sogutmasi yapilmis porselen
havan ve tokmak yardimiyla sivi azot ile parcalandi ve hiicreler tamamen toz haline
getirildi. Pargalanan bu hiicreler daha sonra kismen modifiye edilen yonteme gore
hazirlanan 50 mM sodyum fosfat (pH 6.8) tamponu 1 mM EDTA.Na, , %2 (w/v)
polivinylpolypyrrolidone (PVPP), I mM Phenyl Methyl Sulphonyl Fluoride (PMSF),
0.284 mM Na-P-Tosyl-L-Phenylalanine ketone (TPCK) igeren tampondan 1.5 mL)
kullanilmak sureti ile homojenize edildi [44]. Askorbat peroksidaz enziminin
ekstraksiyon c¢aligmalarinda kullanilan tamponun igerigi ise su sekilde belirlendi [45].
Ezme ortaminda 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 0.3 M mannitol, 1 mM EDTA, % 0.1 BSA,
% 0.05 sistein kullanildi. Tiim ekstraksiyon islemleri 0-4 °C *de yiiriitiildii. Daha sonra
homojenatlar 20 000 x g de 20 dakika 4 °C ‘de sogutmali santrifiij ile santrifiij edildi
(Sigma 3K30). Santrifiij isleminden sonra siipernatantlar temiz ependorf tiiplere
aktarildi. Ornekler hemen calisilmak iizere buza alindi veya ileriki ¢alismalar icin —80

OC ‘de saklandh.

2.5. Protein Miktarimmin Tayini

Orneklerdeki protein konsantrasyonu Bradford yontemine gore belirlendi. Protein
miktariin belirlenmesinden 6nce 5X Bradford ayiraci 1:5 oraninda distile su (dH,0) ile
seyreltildi ve Whatman # 1 numarali filtre kagidi ile filtre edildi. Bradford ayiract
hazirlanisi ise kisaca; 500 mg Comassie Brillant Blue G 250 (Amresco), 250 mL % 96
etanol icinde iyice ¢oziildii, daha sonra 500 mL % 85 orto-fosforik asit ilave edildi ve

son hacim 1 litreye tamamlanincaya dek dH,O eklenerek hazirlandi.

Protein konsantrasyonunun tespiti i¢in sigir serum albiimini (BSA) Fraksiyon V
(Sigma) kullanilarak standart serisi olusturuldu. 1 mg/mL BSA stogundan 5, 10, 15, 20,
25 pL alinarak hazirlanan cam tiiplere aktarildi ve son hacimleri 500 puL olacak sekilde
distile su ile tamamlandi. Tiiplerin lizerine son hacim 5 mL olacak sekilde 1X Bradford

ayraci eklendi.
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Orneklerin protein konsantrasyonlarmin tespiti i¢in 4 °C’ de buzlu suda tutulan her
ornekten 5 pL protein ekstrakti alinip cam tiiplere aktarildi ve yine son hacim 500 uL’
ye distile su ile tamamlanarak seyreltildi (seyreltme katsayisi 100). Bu asamalardan
sonra 1:5 oraninda diliie edilmis 1X Bradford ayiracindan 5 mL karisima ilave edildi.
Oda sicakliginda yaklasik 10-15 dakika bekletildikten sonra 595 nm’ deki absorbans

degerleri belirlendi. Absorbans okumalarinda cam kiivet kullanilda.

Tablo 2.1. Bradford Standartlarinin Hazirlanmasi

Standartlar dH,O (uL) 1 mg/mL stok 1X Bradford
BSA Ayiraci (mL)
(uL)

Kor 500 0 4,95
0,01 mg/mL 495 5 4,95
0,02 mg/mL 490 10 4,95
0,03 mg/mL 485 15 4,95
0,04 mg/mL 480 20 4,95
0,05 mg/mL 475 25 4,95

Standartlara ait absorbans degerleri kullanilarak bir grafik elde edildi (Sekil 2. 1).
Grafikten elde edilen denklem yardimi ile de protein konsantrasyonu bilinmeyen
orneklerin konsantrasyonlart formiilden tespit edildi. Denklemde X egim, y ise
orneklerin Bradford sonucu Olgiillen absorbans degerlerini temsil etmektedir.

Hesaplamaya diliisyon faktorii olarak 100 katsayisi da dahil edilmistir.
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Sekil 2. 1. BSA standartlarindan elde edilen grafik.

Kontrol ve agir metal uygulama 6rneklerinde protein konsantrasyonlari tespit edildikten
sonra tiim Orneklerin ortak bir konsantrasyon degerinde olmasi i¢in ezme tamponuyla
gereken seyreltme yapildi Ayarlamalar1 yapilan 6rnekler yeterli hacimlerde aliquatlara
(kiiciik hacimlere) ayrilarak enzim c¢aligmalarinda kullanildi veya sonraki ¢alismalar i¢in

~80 °C’ de saklandh.

2.6. Enzim Aktivitelerinin Tayini

Biitiin enzim ekstraklar1 enzim calismalar siiresince 0—4 °C’ de buzlu suda tutuldu.
Ayrica 15181n olumsuz etkisi olabilecegi ihtimali de g6z Onilinde tutularak Ornekler

miimkiin oldugunca 1siktan korunmaya calisildi.

2.6.1. Siiperoksit Dismiitaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismiitaz aktivitesi tayininde modifiye yontem kullanildi [46]. Reaksiyon
karisim1 20 mM sodyum fosfat pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 10 mM metionin, 0.1 mM p-
Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0.005 mM riboflavin igerecek sekilde hazirlandi. NBT
metanol i¢inde, riboflavin ise 0.1 N NaOH i¢inde 8 mg/mL olacak sekilde ¢oziilerek
stoklar hazirlandi. NBT’ nin ve riboflavinin 1siktan olumsuz etkilenebilecekleri ithtimali
g6z Onilinde bulundurularak soliisyon amber siselere hazirlandi ve bu iki kimyasal

karisima en son ilave edildi .
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SOD ol¢iimiinde tek dalga boyu kullanildig: i¢in, hata payimi en aza indirmek amaciyla
ornekler dublikeler seklinde c¢alisildi. Cam tiiplere oncelikle 50 pug/mL olacak sekilde
enzim Orneklerinden ilave edildi ve son hacim 3 mL olacak sekilde tiiplerin {izerine
reaksiyon karisimi ilave edildi, vortekslendi. Agizlar1 bir tipa yardimi ile kapatilan
tipler 15 dakika siire ile 300 pmol m? s’ 1s518a maruz birakildi. Isiklandirma
laboratuarimizda bulunan Sanyo Gallenkamp (SGC097.CFX) bitki biiylitme ¢emberi
kullanilarak yapildi. Siirenin tamamlanmasinin ardindan 6rneklerin absorbans degerleri
560 nm’ de spektrofotometrede okundu ve % inhibisyon hesaplamasi i¢in kaydedildi.
Kér olarak 11k muamelesi yapilmamis reaksiyon karistmi  kullamldi.  Ornek
uygulamalarina ilaveten enzim ekstrakti igermeyen, yalniz reaksiyon karigimi igeren iki

tiipte orneklerle birlikte 151k uyaranina maruz birakildi.

Orneklerdeki SOD konsantrasyonlarmin belirlenmesi icin SOD standartlar1 hazirlands.
Standartlarin hazirlanmasinda sigir eritrositlerinden elde edilmis SOD 4470 U/mg
(Sigma) kullanildi. Bu enzimden 0.01 mg/mL bir ara stok hazirlandi. Standartlarin
hazirlanmas1 Tablo 2.” de belirtildigi gibi yapildi. Ornek uygulamasinda oldugu gibi
standartlarin bulundugu tiiplerde 15 dakika boyunca 1s13a tabi tutuldu. Standartlara ait
absorbans degerleri yine 560 nm’ de spektrofotometrede okundu. Tiim absorbans
okumalar1 cam veya plastik kiivette yapildi. Standartlarin absorbans degerleri kaydedildi
ve % inhibisyon degerlerini hesaplama da kullanildi. Hesaplama asagidaki formiile gore

yapildi.
% inhibisyon=(Isik Kont. Abs.-Ornegin Absorbans1) X 100/ 151k kont. absorbansi

% inihibsyona karsilik enzim konsantrasyonlarindan logaritmik bir grafik elde edildi
(Sekil 2. 2). Grafikte kullanilan standart SOD enzim konsantrasyonlarinin logaritmalari
aliarak ve % inihibisyon degerleri ise aynen kullanilarak yeni bir dogrusal denklem
cizildi (Sekil 2. 3). Grafikten elde edilen formiil kullanilarak SOD konsantrasyonlari
bilinmeyen uygulamalarin enzim konsantrasyonlar1 belirlendi. Formiilde y degeri %
inhibisyonu, X ise SOD konsantrasyonunu ng/mL cinsinden belirtmektedir. Bir SOD
tinitesi ise % 50 inhibisyon saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandigi igin

konsantrasyon degerleri {initeye ¢evrildi. Bu doniisiimde de % 50 inhibisyona karsilik
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gelen SOD konsantrasyonu dogrusal grafikten elde edilen formiil yardimi ile belirlendi

ve bu deger 6rnek konsantrasyonlarinin {initeye ¢evrilmesinde kullanildi.

Tablo 2. 2. SOD standartlarinin hazirlanmasi

standartlar 10 mM sodyum 0,01 mg/mL SOD | Reaksiyon karisimi
fosfat pH 7.5 (uL) stogu (uL) (mL)
Kor 500 _ 2,5
20 ng/mL 499 1 2,5
40 ng/mL 498 2 2,5
80 ng/mL 496 4 2,5
120 ng/mL 494 6 2,5
160 ng/mL 492 8 2,5
200 ng/mL 490 10 2,5
400 ng/mL 482 20 2,5
151k 500 _ 2,5
188 y=21,587Ln(x) - 42,947
80 o — R*=0,9821
g 70 e
2 50
£ 40 /°
2 30 |
20 | 4
10
0 T T T T
0 100 200 300 400 500
[SOD] ng/mL

Sekil 2. 2. SOD Standartlarindan elde edilen logaritmik grafik.
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Sekil 2. 3. Dogrusal standart SOD grafigi.

2.6.2. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde modifiye edilen yontem kullanildi [47]. Aktivite
tayin ortaminda ise 20 mM sodyum fosfat pH 7.5, 15 mM H,O, (Fluka %3’ liikk H,O,)
ve 7.5 pg/mL olacak sekilde 6rnek ekstrakti kullanildi. Daha konsantre kullanilarak
gerekli konsantrasyon ayarlamalar1 ¢alisilan uygun kiivet i¢inde yapildi. Kiivet icinde
calisilan reaksiyon hacmi 1 mL olarak belirlendi. Kor olarak da yalniz tampon
kullanildi. Her defasinda ornekler kiivete yiliklenmeden oOnce iyice vortekslendi.
Reaksiyon H,O, ilavesi ile baglatildi ve 240 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca
absorbans degerindeki diislis gozlendi. Absorbans okumalar1 quartz kiivette yapildi.
Reaksiyonun baglangic ve bitis anindaki absorbans degerleri kaydedilip aktivite
hesaplamalarinda kullanildi. Hesaplamada formiil olarak AAbs/ dk = ¢ x ¢ x 1 kullanild1.
Buradaki 1 ¢alisilan kiivete ait 151k yolunun uzunlugudur ve 1’ e esittir. ¢ ise kiivette
calisan enzimin konsantrasyonudur. ¢ degeri ise par¢alanma katsayisi olup katalaz i¢in
40 mM " cm ' “dir. Formiille yapilan hesaplamadan elde edilen deger kullamlarak da
katalaza ait spesifik aktivite degerleri elde edildi. Spesifik aktivitenin (SA) birimi
umol/mL/dakika = {inite/mg cinsinden elde edildi. Katalaz i¢in kullanilan formdiliin son

hali ise su sekilde oldu.

AAbs/ dk
SA= x 1000 png /7.5 ug /mL
ex 1




26

2.6.3. Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesinde 50 mM potasyum fosfat pH 6.6, 0.25
mM askorbat ve 1 mM H,0, (Fluka %3’ lik H,O,) reaksiyon karigimi kullanildi.
Askorbat stogu 10 mM olarak belirlendi ve tartilan miktar distile suda ¢oziilmek sureti
ile stok hazirlandi. Reaksiyonu baslatmak i¢in kiivete 100 pg/mL olacak sekilde enzim
ekstrakti ilave edildi. Reaksiyon hacmi 1 mL olarak belirlendi. Kor olarak yalniz
tampon kullanildi. Askorbat ve H,O; 1s1ktan etkilendikleri i¢in stok hazirlamakta amber
siseler kullanildi. Reaksiyon 290 nm’ de 3 dakika boyunca quartz kiivet ile
spektrofotometrede okundu. Reaksiyonun baslangic ve bitis absorbans degerleri
kaydedildi. Askorbata ait & degeri 2.8 mM ' cm ' dir. SA hesaplamasinda asagidaki

formiil kullanildi.

AAbs/ dk
SA= x 1000 pg / 100 pg /mL
ex1

2.6.4. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu enzimin aktivite okumasi yonteminin modifiye edilmesine gore yapildi [44].
Aktivite ortami1 olarak 100 mM sodyum fosfat pH 7.5, | mM EDTA, 0.1 mM NADPH,
I mM GSSG igeren tampon kullanildi. 2.5 mM NADPH stogu ve 20 mM GSSG
stogunun her ikisi de distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Reaksiyon ortaminda
konsantrasyon ayarlamasi yapildi. Kiivetin son hacmi 1 mL olacak sekilde calisildi.
Fosfat tamponu ve EDTA kor olarak okundu. Okumalarda quartz kiivet kullanildi.
Reaksiyon 20 pg/mL enzim drneginin ilave edilmesi ile baslatild1 ve 5 dakika boyunca
340 nm’ de spektrofotometrede okundu. Baglangic ve bitis absorbans degerleri
1

kullanilarak enzime ait SA hesaplamalar1 yapildi. GSSG igin & degeri 6.2 mM ™' cm ~

dir. SA hesaplamasinda su formiil kullanildu.

AAbs/ dk
SA= x 1000 pg / 20 pg /mL
ex1
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2.6.5. Glutatyon S-Transferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon S-Transferaz aktivite Ol¢limii fungus i¢in optimize edilen degerlere gore
yapildi [47]. Reaksiyon ortami olarak 100 mM potasyum fosfat (pH 6.5), 1 mM EDTA,
1 mM CDNB (1-Kloro 2.4-Dinitro Benzen), 2 mM GSH kullanildi. CDNB ve GSH igin
20 mM’ lik stoklar hazirlandi. Uygun miktarlarda tartilan GSH stoku distile su yardimi
ile ¢oziildii ve drneklerle birlikte 4 °C’ de tutuldu.. CDNB igin ise tartilan miktar ilk
once 1.8 mL etanolda iyice ¢6ziildii. Ardindan iizerine 1.2 mL distile su ilave edildi ve
stok hazirlanmasi tamamlandi. Tiim absorbans okumalar1 quartz kiivette yapildi. Kor
olarak tampon ve EDTA kullanildi. 1 mL kiivet hacmi ile ¢alisildi. GSH’ 1n enzimatik
olmayan parcalanmasi s6z konusu oldugundan ve bu durumun aktivite hesaplamalarini
yaniltmasi ihtimali oldugu icin bu etkinin ortadan kaldirilmasi adina enzim diginda tim
bilesikleri iceren kiivet 5 dakika boyunca bekletildi. Enzimsiz beklenilen bu zamanin
ardindan kiivete 50 pg/mL protein 6rnek ilave edilerek reaksiyon baslatildi ve 340 nm’
de 5 dakika boyunca takip edildi. Siirenin baslangicinda ve bitisindeki Orneklerin
absorbans degerleri kaydedildi ve SA hesaplamalarinda kullanildi. CDNB i¢in ¢ degeri

9.6 mM "' cm " dir. Hesaplamalarda asagidaki formiil kullanildu.

AAbs/ dk
SA= x 1000 pug / 50 pg /mL
ex1

2.6.6. istatistiksel Analiz

Tiim uygulamalar birbirinden bagimsiz olarak yetistirilen 3 set iizerinden yiiriitiildii. Her
sete ait ¢alismalar kendi icinde 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel

analizi %95 giiven araliginda tek-yonlii ANOVA testine gore yapildi.



3.BOLUM
BULGULAR
3.1. Biyokutle

Phanerochaete chrysosporium hiicrelerinin Cu ve Cd agir metallerinin varhiginda
degisen antioksidan enzim profillileri belirlenmistir. Agir metal uygulanmamis
hiicrelerin biyokiitlesinin, agir metal uygulananlara kiyasla daha fazla olduklari tespit
edilmistir. Birim hacimden elde edilen hiicrelerin protein konsantrasyonlart da benzer
sonuglar1 desteklemistir. Bakir uygulamalarinda misellerin renklerinde beyazdan sariya

dogru degisiklik oldugu saptanmistir.

3.2. SOD’a Ait Bulgular

SOD aktivitesinin sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi
uygulamasi sonucu agir metal uygulamalar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde tiim Cu
uygulamalarindan elde edilen aktivite degerlerinin kontroliin aktivitesinden
(0.07426+0.01956) daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Cu uygulamalarinda
artan siireye paralel olarak SOD aktivitesinde gozlenen artis 4 saat uygulamasindan
sonra son buldugu ve 8 saatte bir diisiis oldugu belirlenmistir. En yiiksek siiperoksit
dismiitaz aktivitesine Cu 4 saat uygulamasinda (0.9504 +0.02959), en diisiik aktiviteye
ise Cu 1 saat uygulamasinda (0.7610+0.04155) rastlanmustir.
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Sekil 3.1. Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
SOD aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama + ortalamanin standart
hatasini gostermektedir.

Cd uygulamalar1 kendi icinde degerlendirildiginde tiim uygulamalarin aktivite
degerlerinin kontrolden (0.07426+0.01956) daha diisiik ¢iktig1 goriilmiistiir. Fakat Cd
uygulamalarinda artan silireye paralel olarak SOD aktivitesinde de artis gdzlenmistir.
Gozlenen artig 4 saat uygulamasindan sonra son buldugu ve 8 saatte bir diisiis oldugu
belirlenmistir. Cd uygulanan ornekler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip 6rnek Cd 4
saat (0.7050+0.02238) olurken, en diisiik aktivite degeri Cd 8 saatten (0.5211+0.00868)
elde edilmistir. Cu ve Cd uygulamalar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda, Cu 1 saat
(0.7610+0.04155) > Cd 1 saat (0.6562+0.00599), Cu 2 saat (0.9439+0.05640) > Cd 2
saat (0.6978+0.01428), Cu 4 saat (0.9504+0.02959) > Cd 4 saat (0.7050+0.02238), Cu 8
saat (0.7803%0.04797) > Cd 8 saat (0.5211+0.00868) sonuglar1 elde edilmistir. Tiim
uygulamalar birlikte degerlendirildiginde en yiiksek SOD aktivitesine Cu 4 saat
uygulamasinda (0.9504+0.02959), en diisiik aktiviteye ise Cd 8 saatte rastlanmistir
(0.521140.00868).

%95 giliven aralifinda ANOVA testi uygulandi ve elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi yapilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda Cu uygulamalarindan Cu 2 ve
Cu 4 saatin SOD aktivitesinde dnemli fark olusturdugu tespit edilmistir. Ancak diger Cu
uygulamalar1 ile kontrol arasindaki farkin 6nemli olmadig§i sonucuna varilmistir.

Yapilan analiz sonucunda Cu uygulanan 6rneklerden yalnizca Cu 1 saat - Cu 2 saat ve
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Cu 1 saat - Cu 4 saat arasinda onemli dlgiide fark belirlenmistir. Diger Cu uygulamalari
arasindaki farklarin istatistiksel anlamda Onem ifade etmedigi tespit edilmistir.
Kontrolle kiyaslandiginda SOD aktivitesinde yalnizca Cd 8 saat uygulamasinin
istatistiksel agidan onemli olarak degerlendirilecek bir fark olusturdugu goriilmiistiir.
Cd‘un farkli saat uygulamalarinin da kendi i¢inde fark olusturmadigi belirlenmistir (p<

0.05, Tukey’ e gore).

Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasi yapilan setten
elde edilen sonuglar ise Sekil 3.2. gosterilmistir. Agir metal uygulamalar1 kendi i¢inde
degerlendirildiginde Cu seti i¢inde en yliksek aktivite degeri Cu 5 ppm uygulamasindan
(1.0662+0.14421) elde edilmistir. En disiik aktiviteye ise Cu 15 ppm’de
(0.6705+0.05100) rastlanmistir. Uygulanan Cu konsantrasyonundaki artigla ters orantili
olarak SOD aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Bu diisiisiin Cu 20 ppm’de tekrar artisa
gectigi goriilmiistiir. Tim Cu uygulamalarindan elde edilen aktivite degerlerinin

kontrolden (0.8380+0.05126) yiiksek oldugu gdzlenmistir.
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Sekil 3.2. Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
SOD aktivite degerleri. Grafikteki degerler, ortalama + ortalamanin standart
hatasin1 gostermektedir.

Cd seti kendi icinde degerlendirildiginde tiim Cd uygulamalarinin SOD aktivitelerinin
kontrolle (0.8380+0.05126) kiyaslandiginda daha diisiik aktiviteye sahip olduklari

gozlenmistir. Buna ragmen Cd uygulamalar1 arasinda en yiiksek aktiviteye Cd 10
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ppm’de (0.6242+0.03996) rastlanmistir. En diisiik aktivite ise Cd 5 ppm’de
(0.5646+0.04751) tespit edilmistir. Tiim uygulamalarin genel bir degerlendirilmesi
yapildiginda en yiiksek aktivite Cu 5 ppm’ (1.0662+0.14421) de, en diisiik aktivite ise
Cd 5 ppm’de (0.5646+0.04751) goriilmistiir. Uygulanan agir metaller birbiri ile
karsilastirildiginda uygulanan tiim konsantrasyonlarda Cu uygulamalarindan elde edilen
aktivitelerin Cd uygulamalarindan elde edilen degerlerden yiiksek oldugu gozlenmistir
ve Cu 5 ppm (1.0662+0.14421) > Cd 5 ppm (0.5646+0.04751), Cu 10 ppm
(0.8986+0.08392) > Cd 10 ppm (0.6242+0.03996), Cu 15 ppm (0.6705+0.05100) > Cd
15 ppm (0.6009+0.04231), Cu 20 ppm (0.8858+0.07273) > Cd 20 ppm
(0.6013+0.04647) seklinde bir siralama yapilmistir.

Orneklerin istatistiksel analizinde ANOVA testi uygulandi. %95 giiven aralig
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar1 ise soyle olmustur. SOD aktivitesi bakimindan
kontrolle kiyaslandiginda tiim Cu uygulamalarinin istatistiksel anlamda 6nemli bir farka
neden olmadigr tespit edilmistir. Ayrica Cu uygulamalari kendi iginde
degerlendirildiginde de artan Cu konsantrasyonlarinin aktivite a¢isindan fark olusturan
bir etkisi olmadigi gorilmiistiir. Kontrolle kiyaslandiginda SOD aktivitesinde Cd
uygulamalarinin tamaminin istatistiksel anlamda 6nemli bir farka neden olmadig: tespit
edilmistir. Cd uygulamalarinin kendi i¢cinde de fark olusturmadigi belirlenmistir (p<

0.05, Tukey).

3.3. Katalaz’a Ait Bulgular

Katalaz enzimi sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasi
sonuclart  Sekil 3.3’de Ozetlenmistir. Agir metal uygulamalart kendi iginde
degerlendirildiginde Cu 10 ppm uygulamalar1 sunucunda en yliksek aktiviteye 8. saatte
(0.3572+0.03752), en diisiik aktiviteye ise 2. saat uygulamasinda (0.2809+0.03857)
rastlanmigtir. Cu 1 saat (0.33020+0.04935) ve 8 saat uygulamalarinda kontrolden
(0.3120+0.04224) daha fazla bir aktivite Ol¢lilmiisken, 2 saat (0.2809+0.03857) ve 4
saat (0.2933+0.04925) uygulamalariin aktivite degerleri kontrolden (0.3120+0.04224)
daha diigiiktiir. 1 saat uygulamasinda bir diisiis, 2 saatten sonra ise aktivite degerlerinde

ylkselme gozlenmistir.
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Sekil 3.3. Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
katalaz aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama + ortalamanin standart
hatasin1 gostermektedir.

Cd 10 ppm uygulamalarinda ise degisik saatlerden elde edilen aktivite degerleri
kontrolden (0.3120+0.04224) yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir. Uygulamalarin kendi i¢inde
inis ¢ikislar gosterdigi gozlenmistir. 4. saatteki aktivite degeri (0.3472+0.04724) en
disiik, 2. saatteki aktivite degeri ise en yiiksek sonuclarina ulagilmistir. Tiim
uygulamalar1 kapsayan bir degerlendirme yapildiginda ise en yiikse aktivite sonucuna
Cd 2 saat uygulamasinda (0.3622+0.04291), en diisiik aktiviteye ise Cu 2 saat
uygulamasinda (0.2809+0.03857) rastlanmistir. Uygulamalar arasinda yapilan
karsilastirma da ise Cd 1 saat (0.3527+0.04218) > Cu 1 saat (0.3302+0.04935), Cd 2
saat (0.36224+0.04291),> Cu 2 saat (0.2809+0.03857), Cd 4 saat (0.3472+0.04724) > Cu
4 saat (0.2933+0.04925), Cu 8 saat (0.3572+0.03752) > Cd 8 saat (0.3528+0.04061)

sonucuna vartlmistir.

Orneklerin %95 giiven araligi kullanilarak yapilan istatistik analizi sonunda
uygulamalar ile kontrole ait katalaz aktivite degerleri arasindaki farkin istatistiksel

acidan 6nemli olmadig1 sonucuna varilmistir (p<<0.05, Tukey).

Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasi yapilan setten
elde edilen sonuclar ise Sekil 3.4’ te gosterilmistir. Agir metal uygulamalar1 kendi

icinde degerlendirildiginde Cu seti i¢inde en yiiksek aktivite degeri Cu 5 ppm
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uygulamasindan (0.4426+0.00681) elde edilmistir. En diisiik aktiviteye ise Cu 20
ppm’de (0.2478+0.04646) rastlanmistir. Uygulanan Cu konsantrasyonundaki artisla ters
orantilt olarak katalaz aktivitesinde de diisiis gézlenmistir. Cu 5 ppm (0.4426+0.00681)
ve 10 ppm’den (0.4157+0.01569) elde edilen degerlerin kontrolden (0.3977+0.01609)
yiuksek oldugu gozlenmistir. Cu 15 ppm (0.3396+0.02459) ve Cu 20 ppm
uygulamalarinda ise (0.2478+0.4646) kontrolden daha diisiik aktivite degerleri tespit

edilmistir.
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Sekil 3.4. Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
katalaz aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama + ortalamanin standart
hatasin1 gostermektedir.

Cd seti kendi i¢inde degerlendirildiginde tiim Cd uygulamalarinin katalaz aktiviteleri
kontrolle (0.3977+0.01609) kiyaslandiginda daha diisiik aktiviteye sahip oldugu
gozlenmistir. Buna ragmen Cd uygulamalar1 arasinda en yiiksek aktiviteye Cd 10
ppm’de (0.2314+0.03714) rastlanmistir. En disiik aktivite ise Cd 15 ppm’de
(0.0768+0.02281) tespit edilmistir. Tiim uygulamalarin katalaz enzimi i¢in genel bir
degerlendirilmesi yapildiginda en yiiksek aktivite Cu 5 ppm’ de (0.4426+0.00681), en
diisiik aktivite ise Cd 15 ppm’de (0.0768+0.02281) goriilmiistiir. Uygulanan agir
metaller birbiri ile karsilasgtirldiginda uygulanan tiim konsantrasyonlarda Cu
uygulamalarindan elde edilen aktivitelerin Cd uygulamalarindan elde edilen degerlerden
yiksek oldugu gozlenmisti. Cu 5 ppm (0.4426+0.00681)> Cd 5 ppm
(0.2277+0.03601), Cu 10 ppm (0.4157+0.01569)> Cd 10 ppm (0.2314+0.03714), Cu 15
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ppm (0.3396+0.02459) > Cd 15 ppm (0.0768+0.02281), Cu 20 ppm (0.2478+0.04646)
> Cd 20 ppm (0.11£0.02027) siralama yapilmistir.

Orneklerin istatistiksel analizinde %95 giiven araligi kullanilarak ANOVA testi
uygulanmustir. Kontrol ile kiyaslandiginda Cu 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm arasinda elde
edilen farkin istatistiksel ag¢idan Onemli olmadigi tespit edilmistir. Cu 20 ppm
uygulamasinin ise kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan 6nemli kabul edilen bir
fark meydana getirdigi goriilmiistiir. Cu uygulamalar1 kendi i¢cinde degerlendirildiginde
Cu 5 ppm ile Cu 10 ppm ve Cu 15 ppm arasindaki farkin 6nemli olmadig1 goriilmiistiir.
Cu 5 ppm ile Cu 20 ppm arasindaki fark ise dnemli olarak degerlendirilmistir. Cu 10
ppm ile Cu 15 ppm arasinda fark tespit edilmezken, Cu 10 ppm ile Cu 20 ppm arasinda
fark 6nemli olarak degerlendirilmistir. Son olarak Cu 15 ppm ile Cu 20 ppm arasindaki
farkin istatistiksel olarak onemli olmadig1 belirlenmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda
tim Cd uygulamalarmin 6nemli kabul edilen degerlerde farklar meydana getirdigi
gozlenmistir. Cd uygulanan 6rnekler kendi aralarinda degerlendirildiginde ise Cd 5 ppm
ile Cd 10 ppm arasinda Onemli bir farkin olmadigi, bunun disinda diger tim

uygulamalarin arasinda 6nemli farklar olustugu tespit edilmistir (p< 0.05, Tukey).

3.4. Askorbat Peroksidaz’a Ait Bulgular

Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasi sonuglart Sekil
3.5°de gosterildigi gibi  olmustur. Agir metal uygulamalari kendi iginde
degerlendirildiginde tiim Cu uygulamalarinda elde edilen aktivite degerlerinin kontroliin
aktivitesinden (0.02344+0.00171) daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En yiiksek
askorbat peroksidaz aktivitesine Cu 2 saat uygulamasinda (0.2254 +0.02499), en diisiik
aktiviteye ise Cu 4 saat uygulamasinda (0.1482+0.01734) rastlanmistir. Cd
uygulamalari kendi i¢inde degerlendirildiginde ise tiim uygulamalarin aktivite degerleri
kontrolden (0.02344+0.00171) daha disik c¢iktig1 belirlenmistir. Fakat Cd
uygulamalarinda artan siireye paralel olarak askorbat peroksidaz aktivitesinde de artig
gozlenmistir. Cd uygulanan 6rnekler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip 6rnek Cd 8
saat olurken, en diisiik aktivite degeri Cd 1 saatten elde edilmistir. Cu ve Cd
uygulamalar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise Cu 1 saat (0.1980+0.02867) > Cd
1 saat (0.0083+0.00235), Cu 2 saat (0.225440.02499) > Cd 2 saat (0.0087+0.00142), Cu
4 saat (0.1482+0.01734) > Cd 4 saat (0.0111+0.0012), Cu 8 saat (0.1524+0.03740) >
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Cd 8 saat (0.0159+0.00088) sonuclar1 elde edilmistir. Tiim uygulamalar birlikte
degerlendirildiginde en yiliksek askorbat peroksidaz aktivitesine Cu 2 saat
uygulamasinda (0.2254+0.02499), en diisiik aktiviteye ise Cd 1 saatte (0.0083+0.00235)

rastlanmustir.
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Sekil 3.5. Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
askorbat peroksidaz aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama +
ortalamanin standart hatasin1 géstermektedir.

Orneklerin istatistiksel analizinden elde edilen sonuglar ise asagidaki gibi 6zetlenmistir.
Kontrolle kiyaslandiginda tim Cu uygulamalarinin énemli farklar olusturdugu tespit
edilmistir. Cu uygulamalar1 arasinda da bazi1 6énemli faklar goriilmiistiir. Yapilan analiz
sonucunda Cu 1 saat ve Cu 2 saat arasinda dnemli Olgiide fark belirlenmistir. Cu 1 saat,
Cu 4 saat ve Cu 8 saat uygulamalar arasindaki farklarin istatistiksel anlamda fark ifade
etmedigi tespit edilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda hi¢bir Cd uygulamasinin
istatistiksel acidan 6nemli olarak degerlendirilecek bir fark olusturmadigr goriilmiistiir.
Cd uygulamalarinda kontrolle kiyasla bir fark gbzlenmedigi gibi uygulamalarin kendi

icinde de fark olusturmadig belirlenmistir (p< 0.05, Tukey).

Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasinin sonuglari
sekil 3.6’ da ozetlendi. Cu uygulamalar kendi i¢inde degerlendirildiginde Cu 10 ppm
(0.0226+0.00306) disindaki tiim Cu uygulamalarinda elde edilen aktivite degerlerinin
kontroliin aktivitesinden (0.0242+0.00119) daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En
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ylksek askorbat peroksidaz aktivitesine Cu 20 ppm’ de (0.0387 +0.00236), en diisiik
aktiviteye ise Cu 10 ppm uygulamasinda (0.0226+0.00306) rastlanmaigtir.
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Sekil 3.6. Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
askorbat peroksidaz aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama +
ortalamanin standart hatasin1 géstermektedir.

Cd uygulamalar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde ise Cd 5 ppm (0.0179+0.00330)
disindaki tiim uygulamalarin aktivite degerleri kontrolden (0.0242+0.00119) daha
yiiksek ¢ikti. Cd uygulamalarinda artan Cd konsantrasyonuna paralel olarak askorbat
peroksidaz aktivitesinde de artis gozlenmistir. Cd uygulanan 6rnekler arasinda en
yiiksek aktiviteye sahip 6rnek Cd 15 ppm (0.0268+0.00093) olurken, en diisiik aktivite
degeri Cd 5 ppm’ den elde edilmistir. Cu ve Cd uygulamalar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise Cu 5 ppm (0.0258+0.00164) > Cd 5 ppm (0.0179+0.00330), Cu
10 ppm (0.0226+0.00306) < Cd 10 ppm (0.0252+0.00190), Cu 15 ppm
(0.0302+0.00250) > Cd 15 ppm (0.0268+0.00093), Cu 20 ppm (0.0387+0.00236) > Cd
20 ppm (0.0264+0.00110) sonuglar1 elde edilmistir. Tiim uygulamalar birlikte
degerlendirildiginde en yiiksek askorbat peroksidaz aktivitesine Cu 20 ppm
uygulamasinda (0.0387+0.00236), en disiik aktiviteye ise Cd 5 ppm‘de
(0.0179+0.00330) rastlanmustur.

Orneklerin istatistiksel analizi sonucunda yapilan karsilastirmalarda kontrolle

kiyaslandiginda Cu uygulamalarindan yalniz 20 ppm’in énemli bir fark olusturdugu
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tespit edilmistir. Cu uygulamalar1 arasindaki farkin ise onemli olmadigi kanaatine
vartlmigtir. Tiim metal uygulamalar1 i¢ginde Cu 20 ppm’in aktivite artis1 dikkate deger

bulunmustur.

Kontrolle kiyaslandiginda hicbir Cd uygulamasinin istatistiksel agidan 6nemli olarak
degerlendirilecek bir fark olusturmadigi goriilmiistiir. Cd uygulamalarinda kontrole
kiyasla bir fark gdzlenmedigi gibi uygulamalarin kendi i¢inde de fark olusturmadigi

belirlenmistir (p< 0.05, Tukey).

3.5. Glutatyon Reduktaz’a Ait Bulgular

Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasi sonuglar1 su
sekilde belirlenmistir (Sekil 3.7). Agir metal uygulamalari kendi iginde
degerlendirildiginde Cu uygulamalarinin tamaminda tespit edilen glutatyon rediiktaz
aktivitesi sonuglar1 kontrolden (0.0220+0.00397) daha yiiksek olarak belirlenmistir. En
yiiksek aktivite degerine Cu 4 saat uygulamasinda (0.3441+0.02621) rastlanirken, en
diisiik deger ise Cu 1 saatten (0.2389+0.04869) elde edilmistir. Cu uygulamalar1 sonucu
elde edilen aktivite degerlerinde artan siireye paralel olarak bir artis egilimi
gozlenmistir. Fakat bu artis Cu 4 saat uygulamasinda sonlanip, Cu 8 saat i¢in aktivite

degerinin (0.2816+0.05317) azalma egilimine girdigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.7. Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
glutatyon rediiktaz aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama +
ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
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Cd uygulamalarinin tamaminda da tespit edilen glutatyon rediiktaz aktivitesi sonuglar1
kontrolden (0.02204+0.00397) daha yiiksek olarak belirlenmistir. En yliksek aktivite
degerine Cd 4 saat uygulamasinda (0.2014+0.02140) rastlanirken, en diisiik deger ise
Cd 1 saatten (0.0799+0.02135) elde edilmistir. Cd uygulamalar1 sonucu elde edilen
aktivite degerlerinde artan siireye paralel olarak bir artis egilimi gozlenmistir. Fakat bu
ariy Cd 4 saat uygulamasinda sonlanip, Cd 8 saat icin aktivite degerinin
(0.0860+0.02028) azalma egilimine girdigi gorilmistiir. Agir metal uygulamalar
birbiri ile kiyaslandiginda Cu 1 saat (0.2389+0.04869) > Cd 1 saat (0.0799+0.02135),
Cu 2 saat (0.2711+0.04813) > Cd 2 saat (0.1006+£0.01785), Cu 4 saat (0.3441+0.02621)
> Cd 4 saat (0.201440.02140), Cu 8 saat (0.2816+0.05317) > Cd 8 saat
(0.0860+£0.02028)  sonuglar1  elde  edilmistir. Tiim uygulamalar  birlikte
degerlendirildiginde en yiiksek glutatyon rediiktaz aktivitesine Cu 4 saat uygulamasinda

(0.3441+0.02621), en diisiik aktiviteye ise Cd 8 saatte (0.0860+0.02028) rastlanmistir.

Orneklerin istatistiksel analizinde ANOVA testi uygulandi. %95 giiven aralig
kullanildi. Sonuglar degerlendirildiginde. tiim Cu uygulamalarinin kontrole kiyasla
enzim aktivitesinde artisa neden oldugu goriilmistiir. Bunun yan1 sira Cu uygulamalari
kendi icinde degerlendirildiginde aralarinda 6nemli olan bir fark gozlenmedi. Cd
uygulamalarindan elde edilen sonuca gore ise Cd 1 saat, Cd 2 saat ve Cd 8 saat enzim
aktivitelerinin kontrolle kiyaslandiginda farkin 6nemsiz oldugu, ancak Cd 4 saat
uygulamasinin kontrole oranla farkinin oldugu bulunmustur. Cd uygulamalar1 kendi
iclerinde degerlendirildiginde aralarindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi

tespit edilmistir (p< 0.05, Tukey).

Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasi yapilan setten
elde edilen sonuglar ise Sekil 3.8’de gosterildigi gibi olmustur. Agir metal uygulamalari
kendi ig¢inde degerlendirildiginde Cu uygulamalarinin tamaminda tespit edilen glutatyon
rediiktaz aktivitesi sonuglari kontrolden (0.0753+£0.01742) daha yiiksek olarak
belirlenmistir. En yiiksek aktivite degerine Cu 5 ppm uygulamasinda (0.2763+0.01040)
rastlanirken, en diigiik deger ise Cu 20 ppm (0.1184+0.00181) elde edilmistir. Cu
uygulanan ornekler arasinda bir karsilastirma yapildiginda Cu 5 ppm (0.2763+0.01040)
> Cu 15 ppm (0.2700+£0.00595) > Cu 10 ppm (0.1953+0.01595) > Cu 20 ppm
(0.1184+0.00181) sonuglarina ulagilmistir.
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Sekil 3.8. Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
glutatyon rediiktaz aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama +
ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.

Cd uygulamalarinin tamaminda tespit edilen glutatyon rediiktaz aktivitesi sonuglari
kontrolden (0.07534+0.01742) daha yliksek olarak belirlenmistir. En yiliksek aktivite
degerine Cd 20 ppm uygulamasinda (0.1604+0.00802) rastlanirken, en diisiik deger ise
Cd 5 ppm’ den (0.1174+0.00611) elde edilmistir. Cd uygulamalar1 sonucu elde edilen
aktivite degerlerinde artan konsantrasyona paralel olarak bir artis egilimi gdzlenmistir.
Cd uygulanan oOrnekler arasinda bir karsilastirma yapildiginda Cd 5 ppm
(0.1174+0.00611) > Cd 10 ppm (0.1375%0.00817) > Cd 15 ppm (0.1390+0.01288) > Cd
20 ppm (0.1604+0.00802) sonuglarina ulasilmistir. Agir metal uygulamalar1 birbiri ile
kiyaslandiginda Cu 5 ppm (0.2763+0.01040) > Cd 5 ppm (0.1174+0.00611), Cu 10 ppm
(0.1953+0.01595) > Cd 10 ppm (0.1375+0.00817), Cu 15 ppm (0.2700+0.00595) > Cd
15 ppm (0.1390+0.01288), Cu 20 ppm (0.1184+0.00181) < Cd 20 ppm
(0.1604+0.00802) sonuglarina ulasilmistir.

Istatistiksel analizden elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi yapildi. Tiim Cu
uygulamalarinin kontrole kiyasla enzim aktivitesinde artisa neden oldugu goriilmiistiir.
Cu 20 ppm disindaki biitin Cu uygulamalarindan elde edilen spesifik aktivite
degerlerinin kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel agidan dnemli olarak degerlendirilen
farkliliklar ortaya ¢ikardigi goriilmiistiir. Cu 5 ppm uygulamasi ile Cu 10 ppm ve Cu 20

ppm karsilastirildiginda aralarindaki fark onemli bulunurken, Cu 15 ppm ile
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kiyaslandiginda aralarindaki farkin 6nemli olmadigi sonucuna ulasilmistir. Cu 10 ppm
ile Cu 15 ppm, Cu 20 ppm Ornekleri arasindaki fark istatistiksel a¢idan anlamli
bulunmustur. Ayrica Cu 15 ppm ve Cu 20 ppm uygulamalarindan elde edilen degerlerin
karsilastirilmasinda da ortaya ¢ikan farkin anlamli oldugu sonucuna varilmistir. Cd 5
ppm disinda tiim Cd uygulamalarinin kontrole kiyasla enzim aktivitesinde istatistiksel
acidan Onemli olan bir artisa neden oldugu gorilmiistir. Bunun yani siwra Cd
uygulamalar1  kendi icinde degerlendirildiginde aralarinda  6nemli  olarak

degerlendirilecek bir farkin olmadig1 gozlenmistir (p< 0.05, Tukey).

3.6. Glutatyon S-Transferaz’a Ait Bulgular

Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasinda agir metal
uygulamalar1 kendi icinde degerlendirildiginde (Sekil 3.9) Cu uygulamalarinin
tamaminda tespit edilen glutatyon s-transferaz aktivitesi sonuglari kontrolden
(0.0137+0.00237) daha yiliksek bulunmustur. En yiiksek aktivite degerine Cu 8 saat
uygulamasinda (0.0185+0.00149) rastlanirken, en diisiik deger ise Cu 1 saatten
(0.0145+0.00229) elde edilmistir. Cu uygulamalar1 sonucu elde edilen aktivite
degerlerinde artan siireye paralel olarak bir artis egilimi gozlenmistir. Cu 1 saat
(0.0145+0.00229) > Cu 2 saat (0.0155+0.00197) > Cu 4 saat (0.0165+0.00190) > Cu 8
saat (0.0185+0.00149) sonuglar1 elde edilmistir.
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41

Agir metal uygulamalarn kendi i¢inde degerlendirildiginde Cd uygulamalarinin
tamaminda tespit edilen glutatyon s-transferaz aktivitesi sonuglar1 kontrolden
(0.0137+0.00237) daha yiiksek olarak belirlenmistir. En yiiksek aktivite degerine Cd 8
saat uygulamasinda (0.0216+0.00125) rastlanirken, en diisiik deger ise Cd 1 saatten
(0.0172+£0.00177) elde edilmistir. Cd uygulamalar1 sonucu elde edilen aktivite
degerlerinde artan siireye paralel olarak bir artis egilimi gozlenmistir. Cd 1 saat
(0.01724+0.00177) > Cd 2 saat (0.0181+0.00199) > Cd 4 saat (0.0190+0.00248) > Cd 8
saat (0.0216+0.00125) sonugclart elde edilmistir. Agir metal uygulamalari birbiri ile
kiyaslandiginda Cd 1 saat (0.0172+0.00177) > Cu 1 saat (0.0145+0.00229), Cd 2 saat
(0.0181£0.00199) > Cu 2 saat (0.0155+0.00197), Cd 4 saat (0.0190+0.00248) > Cu 4
saat (0.0165+0.00190), Cd 8 saat (0.0216+0.00125) > Cu 8 saat (0.0185+0.00149)

sonugclari elde edilmistir.

[statistiksel analizde ANOVA testi uygulandi. %95 giiven araligi kullanildi. Cu ve Cd
10 ppm uygulamasinin kontrolle kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel agidan anlamli
olarak degerlendirilebilecek bir fark belirlenememistir. Ayrica uygulamalar kendi i¢inde
degerlendirildiginde de elde edilen farklarin 6nemli olmadigi belirlenmistir (p< 0.05,

Tukey).

Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasi sonuglart Sekil
3.10’ da ozetlenmektedir. Agir metal uygulamalari kendi i¢inde degerlendirildiginde Cu
uygulamalarinin tamaminda tespit edilen glutatyon s-transferaz aktivitesi sonuglari
kontrolden (0.0173+0.00161) daha yiiksek olarak belirlenmistir. En yliksek aktivite
degerine Cu 20 ppm (0.0272+0.00092) uygulamasinda (0.0185+0.00149) rastlanirken,
en diisiik deger ise Cu 5 ppm (0.0184+0.00079)’den elde edilmistir. Cu uygulamalari
sonucu elde edilen aktivite degerlerinde artan siireye paralel olarak gozlenen aktivite
degerleri ise Cu 20 ppm (0.0272+0.00092) > Cu 10 ppm (0.0209+0.00101) > Cu 15
ppm (0.0206+0.00122) > Cu 5 ppm (0.0184+0.00079) seklinde siralanmuistir.



42

Glutatyon S-Transferaz

=)
£ 0,035
()
S 003
— L] f I E
5 0025 = B
s 002 f= - = -
£ 0,015 H —
£ 001 H -
< 0,005 |
é O T T T T T T T T
2 Kont Cu5 Cu Cu Cu cds cd cd cCd
& ppm 10 15 20 ppm 10 15 20

ppm ppm ppm ppm ppm ppm

Uygulamalar

Sekil 3.10. Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasina ait
glutatyon s-transferaz aktivite degerleri. Grafikteki degerler ortalama +
ortalamanin standart hatasini gostermektedir.

Cd uygulamalar1 kendi ig¢inde degerlendirildiginde uygulamalarin tamaminda tespit
edilen glutatyon s-transferaz aktivitesi sonuglari kontrolden daha yiiksek olarak
belirlenmigtir. Artan metal konsantrasyonuna paralel olarak aktivite degerlerinde de
artis gozlenmistir. En yliksek aktivite degerine Cd 20 ppm (0.0281+0.00149)
uygulamasinda rastlanirken, en diisiik deger ise Cd 5 ppm (0.0219+0.00065)’den elde
edilmistir. Cd uygulamalar1 sonucu elde edilen aktivite degerlerinde artan siireye paralel
olarak gozlenen aktivite degerleri ise Cd 20 ppm (0.0281+0.00149) > Cd 15 ppm
(0.0275+0.00145) > Cd 10 ppm (0.0233+0.00042) > Cd 5 ppm (0.021940.00065)
seklinde siralanmigtir. Agir metal uygulamalari birbiri ile kiyaslandiginda Cd 5 ppm
(0.02194+0.00065) > Cu 5 ppm (0.0184+0.00079), Cd 10 ppm (0.0233+0.00042) > Cu
10 ppm (0.0209+0.00101), Cd 15 ppm (0.0275+0.00145) > Cu 15 ppm
(0.0206+0.00122), Cd 20 ppm (0.0281+0.00149) > Cu 20 ppm (0.027240.00092)

seklinde siralama elde edilmistir.

Orneklerin istatistiksel analizinde ANOVA testi uygulandi. %95 giiven aralig
kullanildi. Elde edilen sonucglar ise soyle olmustur. Cu 5 ppm disindaki diger
uygulamalarin tamaminda kontrole kiyasla enzim aktivitesinde artis oldugu
belirlenmistir ve bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli olarak degerlendirilmistir. Cu 5

ppm uygulamasit ile Cu 10 ppm karsilastinildiginda aralarindaki fark Onemli
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bulunmazken, Cu 5 ppm uygulamasi ile Cu 15 ppm ve Cu 20 ppm karsilastirildiginda
aralarindaki fark Onemli olarak degerlendirilmistir. Cu 10 ppm ile Cu 15 ppm
kiyaslandiginda aralarindaki farkin énemli olmadigi sonucuna ulagilmistir. Cu 10 ppm
ile Cu 20 ppm ornekleri arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Ayrica
Cu 15 ppm ve Cu 20 ppm uygulamalarindan elde edilen degerlerin karsilastirilmasinda
da ortaya ¢ikan farkin anlamli oldugu sonucuna varilmistir. Cd 5 ppm disindaki diger
uygulamalarin tamaminda kontrole kiyasla enzim aktivitesinde artis oldugu
belirlenmistir ve bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli olarak degerlendirilmistir. Cd 5
ppm uygulamasit ile Cd 10 ppm karsilastirildiginda aralarindaki fark Onemli
bulunmazken, Cd 5 ppm uygulamasi ile Cd 15 ppm ve Cd 20 ppm karsilastirildiginda
aralarindaki fark Onemli olarak degerlendirilmistir. Cd 10 ppm ile Cd 15 ppm
kiyaslandiginda aralarindaki farkin énemli olmadigi sonucuna ulagilmistir. Cd 10 ppm
ile Cd 20 ppm ornekleri arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmazken, Cd 15
ppm ve Cd 20 ppm uygulamalarindan elde edilen degerlerin karsilastirilmasinda da fark

tespit edilememistir (p< 005, Tukey).



4.BOLUM
TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. Siiperoksit Dismiitaz

SOD, aktif oksijen tiirlerinden siiperoksit anyon radikallerini (O,") katalizleyerek
reaksiyon sonucunda molekiiler oksijen (O;) ve hidrojen peroksit (H,O,) agiga ¢ikaran
bir enzimdir. Sabit agir metal konsantrasyonu (10 ppm Cu ve Cd)/degisik indiiksiyon
stiresi uygulamasi (1, 2, 4, 8 saat) yapilan setlerden elde edilen SOD aktivitesi sonuglari
kontrolle kiyaslandiginda Cu uygulamalarindan Cu 2 ve Cu 4 saatte bir artis oldugu ve
bu artisin 6nemli fark olusturdugu tespit edildi. Ancak diger Cu uygulamalari ile kontrol
arasindaki farkin 6nemli olmadigi sonucuna varildi. Yapilan analiz sonucunda Cu
uygulanan Orneklerden yalnmizca Cu 1 saat ve Cu 4 saat arasinda 6nemli Olglide fark
belirlendi. Diger Cu uygulamalarinin birbiri arasindaki farklarin istatistiksel anlamda
fark ifade etmedigi ve tiim Cu uygulamalarinin aktivite degerlerinin kontrolden yiiksek
oldugu tespit edildi. Cu uygulamalarinin SOD aktivite degerlerindeki artisin 8. saatte
distiigii goriildii. Kontrolle kiyaslandiginda SOD aktivitesinde yalmizca Cd 8 saat
uygulamasinin istatistiksel ac¢idan Onemli olarak degerlendirilecek bir azalma
olusturdugu goriildii. Diger Cd uygulamalarinin tamamimin SOD aktivite degerleri

kontrolden diisiik olup, ayn1 zamanda kendi i¢inde fark meydana getirmedigi gozlendi.

Degisik agir metal konsantrasyonu (5, 10, 15, 20 ppm )/sabit indiiksiyon siiresi (40 saat)
uygulamasi yapilan setten elde edilen SOD aktivitesinde kontrolle kiyaslandiginda tiim
Cu uygulamalarinin istatistiksel anlamda 6nemli bir farka neden olmadig: tespit edildi.
Ayrica Cu uygulamalari kendi i¢inde degerlendirildiginde de artan Cu
konsantrasyonlarinin aktivite agisindan fark olusturan bir etkisi olmadigr goriildii.
Kontrolle kiyaslandiginda SOD aktivitesinde Cd uygulamalarinin tamaminin

istatistiksel anlamda 6nemli bir farka neden olmadig tespit edildi. Cd uygulamalarinin
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kendi i¢inde de fark olusturmadigi belirlendi. Tiim Cd uygulanan 6rneklerin SOD

aktivite degerlerinin kontrolden diisiik degerlerde olmas1 dikkate deger bulundu.

Tiim bu verilerden hareketle Cu’in artan siireye paralel olarak hiicre i¢ine aliminin
gerceklestigi ve buna bagli olarakda SOD aktivitesinin artti§1 sOylenebilir. Bakir
metabolizma i¢in gerekli bir elementtir ve metabolik yollarda gorevli bir¢ok enzim ve
protein i¢in de dnemli bir redoks metaldir [48]. Fakat hiicre i¢erisinde Cu’in da yiiksek
konsantrasyon degerlerine ulagtiginda serbest radikal olusumuna neden oldugu
sOylenmektedir [49]. Zaten bitkilerde Cu uygulanmasinin hiicrelerde detoksifiye edici
sistemleri aktiflestirdigi de bilinen bir durumdur [50]. Enzimde belirli bir uygulama
stiresinden sonra, aktivitede azalmasimin goézlenmesi enzimin inhibisyonu oldugu
seklinde yorumlanabilir. Yapilan ¢alismada Cd’un da hiicre igine alindigi sdylenebilir.
Cd uygulamasinda kontrole nispeten SOD aktivitesinde azalma oldugu goriilmektedir.
Bu azalmanin sebebi olarak hiicrede meydana gelen H,O,’nin enzimi inhibe etmesi

gosterilebilir.

Bir¢ok organizmada da degisik streslere karsi SOD aktivitesinde meydana gelen
degisim incelenmistir. Misir kdklerinde yiiriitiilen calismada SOD aktivitesinin artan
Al konsantrasyonuna paralel olarak arttigi gozlenmistir [51]. Ayrica artan Zn ve Ni
konsantrasyonuna paralel olarak giivercin bezelyesinde (Cajanus cajan (L.) Millspaugh)
SOD aktivitesinde kontrole kiyasla artis bildirilmistir [52]. Vigna radiata (L.)
R.Wilczek. cv. CO4 koklerinde yiiriitiilen ¢alismalar neticesinde Cr(III) uygulamasinin
SOD aktivitesini uygulama siiresine paralel olarak arttirdigi bildirilmistir [53]. Pb
uygulanan piring bitkisinde yiiksek SOD aktivitesi gozlenmis [54], ayrica domates
fidelerinde 10 pM Hg’ninl0 giinliik uygulamasi ile birlikte SOD aktivitesinin kok ve
yapraklarda arttigi ifade edilmistir [55]. SOD aktivitesinin artan Co(III)
konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 degerlendirmesi yapilmistir [56]. Bezelye
koklerinde yiiriitiilen Cd uygulamalari sonucunda SOD aktivitesinde azalma oldugu
belirtilmistir [57]. Cd’a duyarhiliklar1 farkli biber tiirleri {izerinde yiiriitiilen ¢caligmalarda
SOD aktivitesinin duyarli olan tiirde azaldig1 bildirilmistir [58]. Cu ve Cd uygulanan
Phanerochaete chrysosporium’un proteom degerlendirmeleri neticesinde SOD
aktivitesinde bir degisim gozlenmedigi bildirilmistir [59]. Bu bilgilerde yapilan

degerlendirmeleri dogrular niteliktedir.
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4.2. Katalaz

Katalaz, H,O,’in su ve oksijene parcalanmasini katalizleyen bir enzimdir ve H,O;’nin
bu sekilde uzaklastirilmasi sayesinde daha reaktif olan hidroksil radikallerinin olugumu
Onlenmis olur. Sabit agir metal konsantrasyonu (10 ppm Cu ve Cd)/degisik indiiksiyon
stiresi uygulamasi (1, 2, 4, 8 saat) yapilan setlerden elde edilen katalaz sonuglar ile
kontrole ait aktivite degerleri arasindaki farkin istatistiksel a¢idan 6nemli olmadigi
sonucu bulundu. Fakat Cu uygulamasindan elde edilen degerlerde artan siireye paralel
olarak katalaz aktivitesinin de (Cu 1 saat uygulamasi) disinda artma egiliminde oldugu
tespit edildi. Cd uygulamasinda ise katalaz aktivitesinin artan siireye ragmen

degismedigi gozlendi.

Degisik agir metal konsantrasyonu (5, 10, 15, 20 ppm )/sabit indiiksiyon siiresi (40 saat)
uygulamasi yapilan setten elde edilen katalaz sonuglarinda ise Cu 20 ppm
uygulamasinin kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel a¢idan onemli kabul edilen bir
fark meydan getirdigi goriildii. Cu uygulamalar1 katalaz aktivitesi bakimimdan kendi
icinde degerlendirildiginde Cu 5 ppm ile Cu 10 ppm ve Cu 15 ppm arasindaki farkin
onemli olmadig1 goriildi. Cu 5 ppm ile Cu 20 ppm arasindaki fark ise onemli olarak
degerlendirildi. Cu 10 ppm ile Cu 15 ppm arasinda fark tespit edilmezken, Cu 10 ppm
ile Cu 20 ppm arasinda fark 6nemli olarak degerlendirildi. Son olarak Cu 15 ppm ile Cu
20 ppm arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadig1 belirlendi. Kontrol ile
kiyaslandiginda tiim Cd uygulamalarinin katalaz aktivitesinde onemli kabul edilen
degerlerde farklar meydana getirdigi gozlendi. Cd uygulanan 6rnekler kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise Cd 5 ppm ile Cd 10 ppm arasinda énemli bir farkin olmadigi,
bunun disinda diger tiim uygulamalarin arasinda 6énemli farklar olustugu tespit edildi.
Degisik agir metal konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi uygulamasi yapilan sette

artan Cu ve Cd konsantrasyonuna bagl olarak katalaz aktivitesinde azalmalar goriildii.

Bezelye kok ve yapraklarinda katalaz aktivitesinin arttigi bildirilmistir [57]. Bir
mikroalg olan Pavlova viridis’e Cu uygulamalanmasi sonunda katalaz aktivitesinin artis
gosterdigi  bildirilmistir [48]. Ayg¢iceginde yiiriitiilen bir g¢alisma sonucunda Cu

uygulamasinin katalaz aktivitesini artirdigi sonucunun elde edildigi bildirilmistir [49].
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Arpada yapilan bir calismada Cd uygulamasinin koklerdeki katalaz aktivitesinde bir
degisim meydana getirmegi tespit edilmistir [50]. Soya fasulyesi hiicrelerin de yiiriitiilen
calismada ise Cd uygulamasinin katalaz aktivitesini azalttig1 belirtilmistir [60]. Karanlik
stresi uygulanan lupin nodiillerinde katalaz aktivitesinin azaldigi belirlenmistir [61].
Cd’a duyarliliklar1 farkli biber tiirleri iizerinde yiriitilen caligmalarda katalaz
aktivitesinin Cd uygulamasinda kiigiikte olsa azaldig: bildirilmistir [58]. Artan Zn ve Ni
konsantrasyonuna paralel olarak giivercin bezelyesinde (Cajanus cajan (L.) Millspaugh)
katalaz aktivitesinde artan konsantrasyona ragmen azalma egilimi tespit edilmistir [52].
Aygigegi koklerinde (Helianthus annuus L.) yapilan Cu uygulamasinda kontrole kiyasla
katalaz aktivitesinde artis tespit edildigi bildirilmistir [62]. Piring kiiltiirlerinde yapilan
bir calismada artan tuz konsantrasyonunda katalaz aktivitesinde artig bildirilmistir [63].
Vigna radiata (L.) R.Wilczek. cv CO4 koklerinde yapilan galismalar neticesinde Cr(II1)
uygulamasinin katalaz aktivitesinde bir degisime neden olmadig: bildirilmistir [53]. Pb
uygulanan piring bitkisinde artan Pb konsantrasyonuna bagli olarak katalaz aktivitesinin
azaldig1 belirli bir degerde ise enzim aktivitesinde inhibisyonuna neden oldugu
bildirilmistir [54]. Domates fidelerinde 10 uM Hg’nin 10 giinliik uygulamasinda katalaz
aktivitesinde degisim gozlenmedigi bildirilmistir [55]. Tewari ve ark., (2002) 100 uM
Co(IIl) uygulamasinda katalaz aktivitesinin azaldigini, 50 puM uygulandiginda ise
arttigini bildirmistir [56]. P. chrysosporium’da yapilan proteome ¢alismalarinda katalaz

enziminin ifadesinde bir degisim gézlenmedigi belirtilmistir [59].

4.3. Askorbat Peroksidaz

Askorbat peroksidaz, hidrojen perokside bagli olarak askorbati katalizleyen bir
enzimdir. Bu sayede H,O; hiicreden uzaklastirilir. Askorbat peroksidaz aktivitesi igin
sabit agir metal konsantrasyonu (10 ppm Cu ve Cd)/degisik indiiksiyon siiresi
uygulamas1 (1, 2, 4, 8 saat) yapilan setlerden elde edilen degerler kontrolle
kiyaslandiginda tiim Cu uygulamalarinin 6nemli artislar olusturdugu goézlendi. Ancak
Cu uygulamalar1 arasinda da bazi onemli farklar oldugu goriildi. Soyle ki; yapilan
analiz sonucunda Cu 1 saat ve Cu 2 saat arasinda 6nemli 6l¢iide fark belirlendi. Cu 1
saat, Cu 4 saat ve Cu 8 saat uygulamalar arasindaki farklarin istatistiksel anlamda 6nem
ifade etmedigi tespit edildi. Kontrolle kiyaslandiginda higbir Cd uygulamasinin askorbat

peroksidaz aktivitesi istatistiksel acidan Onemli olarak degerlendirilecek bir fark



48

olusturmadig1 goriildii. Cd uygulamalarinda kontrolle kiyasla bir fark goézlenmedigi
gibi, uygulamalarin kendi igerisinde de fark olusturmadigi belirlendi. Ayrica tiim Cd
uygulanan 6rneklerin askorbat peroksidaz aktivite degerlerinin kontrolden daha diisiik

ciktig1 gozlendi.

Degisik agir metal konsantrasyonu (5, 10, 15, 20 ppm )/sabit indiiksiyon siiresi (40 saat)
kontrolle kiyaslandiginda Cu uygulamalarindan yalniz 20 ppm’in askorbat peroksidaz
aktivitesinin 6nemli bir fark olusturdugu tespit edildi. Cu uygulamalar1 arasindaki farkin
onemli olmadig1 kanaatine varildi. Tiim metal uygulamalar1 i¢cinde Cu 20 ppm’in
aktivite artis1 dikkate deger bulundu. Kontrolle kiyaslandiginda hi¢bir Cd
uygulamasinin askorbat peroksidaz aktivitesi bakimindan istatistiksel agidan Onemli
olarak degerlendirilecek bir fark olusturmadigi goriildii. Cd uygulamalarinda kontrole
kiyasla bir fark gézlenmedigi gibi uygulamalarin kendi i¢inde de fark olusturmadigi
belirlendi. Cd’un hig¢bir uygulamasinda enzim aktivitesinin artmamasi1 Cd’un belkide

antioksidan enzimlere zarar verdigi veya inhibe edici oldugu seklinde yorumlanabilir.

Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasi ¢alismasi sonucu
elde edilen degerlerde katalaz aktivitesinin degismemesi askorbat peroksidaz
aktivitesindeki artisi anlamli  kilmaktadir. Ciinkii hiicre iginde artan H,0,’yi
uzaklagtirmak icin askorbat peroksidazin varligina gereksinim duyulmaktadir. Cu
uygulamasinin ilerleyen saatlerinde askorbat peroksidazin aktivitesini olumsuz yonde
etkilemesi s0z konusu olabilir. Artan siireye paralel olarak enzim aktivitesinin azalmasi
bu diisiinceyi giliglendirmektedir. Bu, uygulanan fazla Cu konsantrasyonunun hiicrelerde
detoksifiye edici sistemlerin aktiflestigi seklinde yorumlanabilir. Degisik agir metal
konsantrasyonu/sabit indiiksiyon siiresi calismalarinda artan Cu konsantrasyonlarina
bagl olarak enzim aktivitesinde de artis egilimi gozlendi. Benzer durum Cd iginde
gozlendi. Sabit agir metal konsantrasyonu/degisik indiiksiyon siiresi uygulamasi
calismasi sonuclarindan farkli olarak, bu uygulamada Cd’un sebep oldugu askorbat
peroksidaz seviyesindeki artig, farkli gelisme seviyelerinde Cd’a karsi gelistirilen

tepkinin de farkli seviyelerde olabilecegi seklinde agiklanabilir.

Bezelye koklerinde yiiriitilen Cd uygulamalari sonucunda askorbat peroksidaz

aktivitesinin arttig1 bildirilmislerdir [57]. Piring kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmada artan
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tuz konsantrasyonuna bagl olarak askorbat peroksidaz aktivitesinin koklerde ¢ok az
degisirken yapraklarda degismedigi bildirilmistir [63]. Vigna radiata (L.) R.Wilczek. cv
CO4 koklerinde yiiriitiilen ¢aligmalar neticesinde Cr(IIl) uygulamasinin askorbat
peroksidaz aktivitesinin artti@i  bildirilmigtir [53]. Ozon uygulanan 1spanak
yapraklarinda askorbat peroksidaz aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [64]. Pb uygulanan
piring bitkisinde askorbat peroksidaz aktivitesinin artan Pb ye bagli olarak artig
gosterdigi  bildirilmistir [54]. Askorbat peroksidaz aktivitesinin artan Co(IlI)
konsantrasyonuna bagli olarak arttigi bildirilmistir [56]. Beta maritima ve B. vulgaris
cv. ansa tiirlerine NaCl uygunlamis ve sonrasinda askorbat peroksidaz aktivitesinde

artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak artis goriildiigli bildirilmistir [65].

4.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini
katalizleyen bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz redoks dongiisiinde onemli bir enzim
olup, indirgenmis hiicresel GSH’1n hiicrede yeterli seviyede kalmasini saglar. Sabit agir
metal konsantrasyonu (10 ppm Cu ve Cd)/degisik indiiksiyon stiresi uygulamasi (1, 2, 4,
8 saat) yapilan setlerden elde edilen glutatyon rediiktaz aktivitesi sonuglari
degerlendirildiginde tiim Cu uygulamalarinin kontrole kiyasla enzim aktivitesinde artiga
neden oldugu gorildii. Bunun yami swra Cu uygulamalar1 kendi iginde
degerlendirildiginde aralarinda 6nemli olan bir fark goézlenmedi. Fakat 8. saatten sonra
diisme egilimi tespit edildi. Cd uygulamalarindan elde edilen sonuca gore ise Cd 1 saat,
Cd 2 saat ve Cd 8 saat glutatyon rediikktaz enzim aktivitelerinin kontrolle
kiyaslandiginda farkin 6nemsiz oldugu, ancak Cd 4 saat uygulamasinin kontrole oranla
farkinin oldugu bulundu. Cd uygulamalart kendi iclerinde degerlendirildiginde
aralarindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli olmadig: tespit edildi. Fakat uygulanan

stireye paralel olarak enzim aktivitesinde 8. saate kadar artma egilimi goriildii.

Degisik agir metal konsantrasyonu (5, 10, 15, 20 ppm)/sabit indiiksiyon siiresi (40 saat)
kontrolle kiyaslandiginda tiim Cu uygulamalarinin kontrole kiyasla glutatyon rediiktaz
aktivitesinde artisa neden oldugu goriildii. Cu 20 ppm disindaki biitin Cu
uygulamalarindan elde edilen spesifik aktivite degerlerinin kontrolle kiyaslandiginda

istatistiksel acidan onemli olarak degerlendirilen farkliliklar ortaya ¢ikardigi goriildii.
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Cu 5 ppm uygulamasi ile Cu 10 ppm ve Cu 20 ppm karsilastirildiginda aralarindaki fark
onemli bulunurken, Cu 15 ppm ile kiyaslandiginda aralarindaki farkin 6nemli olmadig:
sonucuna ulasildi. Cu 10 ppm ile Cu 15 ppm, Cu 20 ppm Ornekleri arasindaki fark
istatistiksel agidan anlamli bulundu. Ayrica Cu 15 ppm ve Cu 20 ppm uygulamalarindan
elde edilen degerlerin karsilastirllmasinda da ortaya cikan farkin anlamli oldugu
sonucuna varildi. Cd 5 ppm disinda tiim Cd uygulamalarinin kontrole kiyasla glutatyon
rediiktaz aktivitesinde istatistiksel agcidan dnemli olan bir artisa neden oldugu goriildii.
Bunun yani sira Cd uygulamalari kendi i¢inde degerlendirildiginde aralarinda 6nemli

bir farkin olmadig1 gozlendi.

Cu’ve Cd’un uygulama siiresine paralel olarak hiicre i¢i GSSG miktarinin arttigi
diisiiniilebilir. Askorbat peroksidaz aktivitesindeki artista bu tahmini gliglendirmektedir.
Ciinkii askorbat peroksidaz katalizlemesi sonucu ortaya ¢ikan dehidroaskorbat ve
mevcut GSH’kullanilarak GSSG tiretilmektedir. Bu reaksiyon dehidroaskorbat rediiktaz
tarafindan katalizlenmektedir. Bu da sonugta hiicre iginde GSSG’yi artirir. Buna bagh
olarak da mevcut GSH/GSSG dengesini koruyabilmek ic¢in glutatyon rediiktaz
aktivitesinin arttig1 yorumu yapilabilir [66]. Artan Cu konsantrasyonuna zit olarak
glutatyon rediiktaz aktivitesinin azalmasi yiiksek Cu konsantrasyonundan enzimin
olumsuz etkilendigi seklinde yorumlanabilir. Bezelye koklerinde yiiriitiillen Cd
uygulamalar1 sonucunda glutatyon rediiktaz aktivitesinin arttigi bildirilmistir [57].
Karanlik stresi uygulanan lupin nodiillerinde GR aktivitesinde artis oldugu
belirlenmistir [61]. Cd’a duyarhiliklar1 farkli biber tiirleri {izerinde yiiriitiilen
calismalarda glutatyon rediiktaz aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [58]. Artan Zn ve Ni
konsantrasyonuna paralel olarak giivercin bezelyesinde (Cajanus cajan (L.) Millspaugh)
Glutatyon rediiktaz aktivitesinde artan Zn ve Ni konsantrasyonuna paralel olarak arttig
gozlendigi bildirilmistir [52]. Piring Kkiiltiirlerinde yapilan calismada artan tuz
konsantrasyonunda glutatyon rediiktaz aktivitesinin hem koklerde hem yapraklarda
belirgin sekilde dustiigii bildirilmistir [63]. Ozon uygulanan i1spanak yapraklarinda
glutatyon rediiktaz aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [64]. Pb uygulanan piring bitkisinde
10 giinliik uygulama sonucunda glutatyon rediiktaz aktivitesinin kok ve yapraklarda
arttigi uygulama siiresi arttiginda ise koklerde aktivitenin diistigli, uygulanan Pb
konsantrasyonu arttifinda glutatyon rediiktaz aktivitesinin de artis gosterdigi

bildirilmistir [54]. Uygulanan tuz konsantrasyonundaki artisin pamuk bitkisinin Pora
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cesidinde glutatyon rediiktaz aktivitesinde artisa neden oldugu, ancak Guazuncho
¢esidinde artis goriilmedigi bildirilmistir [67]. Beta maritima ve B. vulgaris cv. ansa
tiirlerine NaCl uygulanmig ve sonrasinda glutatyon rediiktaz aktivitesinde artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak artis goriildiigi bildirilmistir [65]. P. chrysosporium’da
metal uygulamasi sonucunda glutatyon rediiktaz aktivitesinde bir degisim meydana

gelmedigi bildirilmistir [59].

4.5. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferaz, gesitli bilesiklerle indirgenmis glutatyon arasinda konjugasyonu
saglar. Bu reaksiyon sonunda aktif olmayan, suda ¢6ziinebilen, daha az zararl tirtinlerin
olusumu saglanir. Sabit agir metal konsantrasyonu (10 ppm Cu ve Cd)/degisik
indiiksiyon siiresi uygulamasi (1, 2, 4, 8 saat) yapilan setlerden elde edilen glutatyon s-
transferaz aktivitesi sonuglari ise sdyle oldu. Cu ve Cd 10 ppm uygulamasinin kontrolle
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel ac¢idan anlamli olarak degerlendirilebilecek bir
fark belirlenemedi. Ayrica uygulamalar kendi i¢cinde degerlendirildiginde de elde edilen
farklarin 6nemli olmadig1 belirlendi. Fakat tiim uygulamalardan elde edilen degerler
kontrolden yiiksek ¢ikt1 ve uygulama siiresine paralel olarak da hem Cu hem de Cd

uygulamalarinda artma egilimi tespit edildi.

Degisik agir metal konsantrasyonu (5, 10, 15, 20 ppm )/sabit indiiksiyon siiresi (40 saat)
uygulamalar1 sonuglar1 kontrolle kiyaslandiginda Cu 5 ppm disindaki diger
uygulamalarin tamaminda kontrole glutatyon s-transferaz aktivitesinde artis oldugu
belirlendi ve bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli olarak degerlendirildi. Cu 5 ppm
uygulamasi ile Cu 10 ppm karsilastirildiginda aralarindaki fark énemli bulunmazken,
Cu 5 ppm uygulamasi ile Cu 15 ppm ve Cu 20 ppm karsilastirildiginda aralarindaki fark
onemli olarak degerlendirildi. Cu 10 ppm ile Cu 15 ppm kiyaslandiginda aralarindaki
farkin 6nemli olmadigr sonucuna ulasildi. Cu 10 ppm ile Cu 20 ppm Ornekleri
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulundu. Ayrica Cu 15 ppm ve Cu 20 ppm
uygulamalarindan elde edilen degerlerin karsilagtirllmasinda da ortaya ¢ikan farkin
anlamli oldugu sonucuna varildi. Cd 5 ppm digindaki diger uygulamalarin tamaminda
kontrole kiyasla glutatyon s-transferaz aktivitesinde artis oldugu belirlendi ve bu

farklilik istatistiksel agidan onemli olarak degerlendirildi. Cd 5 ppm uygulamasi ile Cd
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10 ppm karsilastirildiginda aralarindaki fark onemli bulunmazken, Cd 5 ppm
uygulamasi ile Cd 15 ppm ve Cd 20 ppm karsilastirildiginda aralarindaki fark dnemli
olarak degerlendirildi. Cd 10 ppm ile Cd 15 ppm kiyaslandiginda aralarindaki farkin
onemli olmadig1 sonucuna ulasildi. Cd 10 ppm ile Cd 20 ppm 6rnekleri arasindaki fark
istatistiksel agidan anlamli bulunmazken, Cd 15 ppm ve Cd 20 ppm uygulamalarindan

elde edilen degerlerin karsilastirilmasinda da fark tespit edilemedi.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde Cu ve Cd uygulamalarina enzimatik tepkiler
gelistirildigi ve enzimlerin siireye paralel olarak arttigi sdylenebilir. Bu durum Cu ve
Cd’un artan konsantrasyonlari i¢cinde gegerlidir. Enzim miktarindaki artis hiicre ici GSH
konsantrasyonunun  arttigi  seklinde  degerlendirilebilir. ~ Glutatyon rediiktaz
aktivitesindeki artis da bu tahmini destekler nitelikte olabilir. Cilinkii glutatyon rediiktaz
GSSG’yi GSH’a indirgemekle gorevlidir ve hiicre i¢i GSH seviyesinin artmasini saglar.
Bezelye koklerine Cd uygulamalar1 sonucunda glutatyon s-transferaz aktivitesinin
arttig bildirilmisdir [57]. P. chrysosporium’ile yapilan proteom ¢alismasi ile Glutatyon
S-transferaz enziminin ifadesinin bakir uygulamalarinda kontrol hiicrelerine kiyasla 2.9

kat artirdigi belirtilmistir [59].

Sonug olarak aktivite degerlendirmeleri yapildiginda uygulanan agir metallerin hiicre
icine alindig1 ve strese neden oldugu belirlenmistir. Uygulanan metale bagli olarak
farkl1 enzimatik tepkilerin meydana geldigi tespit edilmistir. Uygulama siiresine ve
uygulanan doza bagli olarak aktivitelerde degisimler gozlenmistir. Cu’in antioksidan
savunma sisteminin tetiklenmesinde Cd’a nazaran daha etkili oldugu sonucuna
varitlmigtir. Agir metal ile indiikkleme zamaninin aktivitelere etkisinin ¢ok Onemli

olmadig1 goriilmiistiir.
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