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OZET

DIHIDROPIRIMIDINAZIN BAZI LEGUMINOSAE TURLERINDEN
IZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Olcay SINAN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Egitimi Anabilim Dal
(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Yrd. Do¢. Dr. Yusuf TURAN))

Balikesir, 2001

Bu yiiksek lisans tez c¢aligmasinda Pisum sativum L. (Bezelye) ve
Albizzia julibrissin Durazz.(Giilibrisim)'den dihidropirimidinaz (EC 3.5.2.2)
izole ve karakterize edilmistir. Bu amagla belirtilen iki bitki i¢in bir saflagtirma
prosediirii tespit edilip uygulanmustir. Oncelikle bu iki bitki laboratuvar
ortaminda yetistirilerek enzimin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra
da enzim 1s1tma, amonyum siilfatla ¢oktiirme ve jel filtrasyon kromatografisi ile
kismen saflagtiriimigtir,

Elde edilen dihidropirimidinazin optimum sicaklik  dereceleri
dihidrourasil (DHU) igin 60 °C, dihidrotimin (DHT) i¢in 55 °C, pH dereceleri
her iki substrat i¢in 9.5 tespit edilmigtir. Dihidropirimidinazin stabilitesi hem
ham ekstraktta, hem de amonyum siilfatla ¢6ktiirme ile elde edilen Srneklerde
belirlenmistir. DHU ve DHT igin Ky degerleri sirasiyla 0.33 mM ve 0.44 mM,
Vmax degerleri de 0.23 nkatal/sn/ml ve 2.51 nkatal/sn/ml olarak hesaplanmustir.
Bazi metal iyonlarinin bu enzime olan etkileri de aragtirilmugtir. DHPazin
aktivitesini, AgNO3 % 94, HgCl, % 87, FeSO4 % 80 ve CoCl, % 24 oraninda
azaltirken, SnCl, % 18, MnSO4 % 14 oraninda artirmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Dihidropirimidinaz, Pisum sativum, Albizzia
julibrissin, saflagtirma, inhibisyon.
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
DIHYDROPYRIMIDINASE FROM SOME LEGUMINOUS SPECIES

Olcay SINAN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology Education
(MSc.Thesis / Supervisor: Dr. Yusuf TURAN )

Balikesir-Turkey, 2001

Dihydropyrimidinase was isolated and characterized from Pisum sativum
L. and Albizzia julibrissin Durazz in this present investigation. A purification
procedure was determined and applied for this purpose. Firstly, those two plant
species were grown at laboratory then enzyme was isolated. Subsequently the
enzyme was purified by using heat treatment, precipitation with ammonium
sulphate and gel filtration chromatography technics.

The optimum temperatures of dihydropyrimidinase were 60 °C and 55 °C
for dihydrouracil (DHU) and dihydrothymine (DHT) respectively. Optimum pH
value of dihydropyrimidinase for two substrates was determined as 9,5. The
stability of dihydropyrimidinase was determined both in crude enzymic extract
and in the sample that obtained from ammonium sulphate precipitation. The
effect of some metal ions on that enzyme was also examined. Ky values of the
enzyme for DHU and DHT were 0.33 mM and 0.44 mM respectively. Vmax
values were calculated as 0.23 nkatal/sn/ml and 2.51 nkatal/sn/ml for DHU and
DHT respectively. The activity of dihydropyrimidinase was decreased by
AgNO;3 (94 %), HgCl, (87 %), FeSO4 (80 %) and CoCl; (24 %) but increased by
SnCl; (18 %) and MnSO4 (14 %).

KEY WORDS: Dihydropyrimidinase, Pisum sativum, Albizzia julibrissin,
purification, inhibition
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1. GIRiS
1.1. Enzimler

Canlilarda, birbirlerinden ¢ok farkli 6zelliklerde ve goérevlerde yiizlerce
degisik molekiil bulunmaktadir. S6zii edilen molekiillerin her biri ¢ok Snemli

islevleri yerine getirirler. iste bu biyomolekiillerin bir grubu da enzimlerdir.

Enzimler, canlilarda gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlar: hizlandiran
ve reaksiyon sonucunda bozulmadan kalarak tekrar tekrar kullanilabilen protein
tabiatindaki molekiillerdir.  Biyokimyasal reaksiyonlar enzimler sayesinde
milyarlarca kat daha hizli bir sekilde gerceklesmektedir. Canlilarda binlerce
biyokimyasal reaksiyon olduu ve bu reaksiyonlarin enzimler sayesinde
milyarlarca kat daha hizli gergeklestirildigi diigliniiliirse, enzimlerin ne derece
Onemli biyomolekiiller olduklar1 daha iyi anlagilacaktir. Bdylesine dnemli olan
bu molekiillerin izole edilmesi, incelenmesi ve katalizlenen reaksiyonlarin

aydinlatilmasi ¢ok dnemli biyokimyasal ¢aligmalar olarak goriilmektedir [1, 2].

Enzimlerle ilgili ilk ¢aligmalar 1760-1825 yillar1 arasinda Berzellius
tarafindan yapilmigtir. Bugdaygillerden elde edilen enzim karigiminin nisastay1
siilfirik asitten daha hizli pargaladigin1 gdstermistir. Pasteur, fermantasyonun
enzimler tarafindan gergeklestirildigini 1860 yilinda ileri siirmiis ve enzim igin,
organize olmug "ferment" deyimini kullanmigtir. Kuhne biyolojik reaksiyon
hizlarina etki eden maddeleri, diger maddelerden ayirt etmek igin, Yunanca
"mayada bulunan" anlamma gelen "enzim' kelimesini 1879 yilinda §nermigtir.
Chittenden tarafindan 1894 yilinda ileri siiriilen 3 kavram enzimoloji tarihi i¢in
Onemli bir dOniim noktasi olmustur. Chittenden, enzimlerin proteinden
olustugunu, katalitik aktivitenin enzimin Ozel yapisina baglh oldugunu,

enzimlerin substrat ile ara kompleksler olugturduklarimi ileri slirmiistiir.



Buchner 1897 yilinda maya hiicrelerinden bazi enzimleri ayirmay: basararak

enzimoloji alanina yeni bir yén vermistir [1, 2].

Henri ve Brown 1902 yilinda enzim ve substrat ile enzim-substrat
kompleksi arasinda bir dengenin olustugunu dnermesinden sonra, 1913 yilinda
Michaelis-Menten tarafindan bu tanim daha da gelistirilerek bugiin hala
kullanilan, kendi adlan ile amlan sabiti ve esitligi ortaya ¢ikarmiglardir. 11k
defa James B. Sumner tarafindan 1926 yilinda Canavalia ensiformis adindaki
bir fasulye tiirinden “lireaz enzimi” saf olarak elde edilmistir. Bu yildan
itibaren bir ¢ok enzim kristal halde saflagtirilarak tamimlanmigtir. Tamimlanan
enzim sayisi1 1930 yilinda 80 civarinda iken, bu say1 1970'li yillarin basinda
1300'e, 1980'1i yillarda 2000'e ulagmig ve giiniimiizde de 2500'den fazla enzimin
tanimlanmis oldugu belirtilmektedir [1-5].

Enzimler yap: itibariyle biiyiik oranda proteinden olusmaktadir. Bazi
enzimler sadece proteinden olugmakla birlikte bir ¢ok enzim protein yapinin
yaninda bir de yan grup adi verilen ve protein yapisinda olmayan bir kisimdan
olugsmaktadir. Bu kisim organik yapida bir vitamin veya inorganik yapida bir
metal iyonu olabilmektedir. Bu sekilde olan enzimin protein kismina apoenzim,
tiimiine de holoenzim ismi verilmektedir. Apoenzim substratin taninmasini
saglarken, yan grup da reaksiyonun gergeklesmesini saglamaktadir. Bazi
durumlarda da apoenzime ¢ok siki baglanan gruplar vardir ki, bunlara da

prostetik grup adi verilmektedir [1-5]. Sekil 1.1'de yapilarina gore enzimlerin

siniflandirilmasi verilmigtir.

Proteinlerin yapitaglarini aminoasitler olusturmaktadir. Normalde 20
cesit aminoasit degisik say: ve dizilislerde bir araya gelerek farkli proteinleri
olusturmaktadwr. Bilindigi gibi aminoasitler hem asit hem de baz o6zelligi
gostermektedir. Diigiik pH derecelerinde (+) yiik, yiiksek pH derecelerinde ise
(-) yiik tagirlar. Ancak bir pH derecesinde yiiksiiz olur ve bu noktada
aminoasitler dipolar iyon seklinde bulunmaktadir. Iste bu pH noktasina,
izoelektrik nokta (pI) ismi verilmektedir. Bir ;;roteinde yer alan aminoasitlerin

tiimiiniin yiiklerinin toplami o proteinin net yiikiinii vermektedir. Aminoasitler



izoelektrik noktalarinda elektriksel alanda higbir kutba gé¢ etmezler. Enzimler

de protein yapisinda olduklar1 igin, her bir enzimin bir izoelektrik noktasinin

oldugunu sdylemek miimkiindiir [1-5].

Enzimler, oldukg¢a biiyiik farkliliklar g6sterebilen substrat spesifitelerine
sahiptirler. Bazi enzimler tek bir substrata etki ederken bazilar1 da birden fazla
sayida benzer substrata etki edebilmektedir. Ornegin D-amino asit oksidaz,
sadece D konfigiirasyonundaki amino asitlere etki ettigi halde, L
konfigilirasyonundakilere etki etmemektedir. Bunun yaninda pepsin, midedeki
bir ¢ok proteine etki etmektedir [3]. Enzimlerin reaksiyona &zel oldugunu
sOylemek daha dogru olmaktadir. Cogunlukla substrata da &zeldir ancak birgok
enzimin genel itibariyle birbirlerine benzeyen birden fazla sayida substrati
vardir.  flgili olan enzim, substratin iiriine ddniigmesini katalize ederek,
reaksiyonu hizli bir sekilde gergeklestirmektedir. Enzimle substrat arasinda
anahtar-kilit iligkisine benzeyen bir iliski bulunmaktadir. Onemli olan enzimin
substrat1 tanmimasi ve sz konusu bu anahtar-kilit iligkisinin kurulup reaksiyonun
gerceklestirilmesidir. Herhangi bir nedenle bu iligki kurulamadi§i zaman enzim

reaksiyonu katalizleyememektedir [1-5].

Enzimatik reaksiyonlar i¢in ¢ok 6nemli iki etken olan sicaklik ve pH’'nin,
her enzim igin belirli bir optimum derecesi vardir. Enzimler protein yapisinda
olduklarindan ve yiiksek sicakliklarda yapilar1 bozulduklar: igin aktivitelerini
kaybetmektedirler. Sicaklik diigiiriilse bile enzimin aktivitesi geri
gelmemektedir. Diisiik sicaklik derecelerinde aktivite gdstermez veya ¢ok az
aktivite gOstermektedirler.  Ancak sicaklik artirlirsa eski aktivitelerini
kazanabilmektedirler. Buradan hareket ederek, her enzimin en iyi aktivite
gOsterdigi bir optimum sicaklik derecesinin oldugu séylenebilmektedir.
Saklama kosullar1 agisindan en uygun sicaklik derecesi de genellikle 4°C olarak
tercih edilmektedir. Ortamin pH'sinin da yine bir optimum derecesi var olup, bu
derecenin altinda ve {izerinde enzim aktivitesinde azalma goriilmektedir. Ancak
bazi enzimlerin birden fazla sayida optimum pH derecelerinin oldugu
bildirilmektedir [1-5].




Enzimlerin en énemli dzelliklerinden birisi de, baglamis olan reaksiyonu
hizlandirmalar1 ve reaksiyon sonunda da degigmeden kalip ayni reaksiyonu
tekrar tekrar katalizlemeleridir. Canlilarda binlerce biyokimyasal reaksiyon
oldugu ve herbir reaksiyon igin ayri bir enzimin gereklili§i disiiniildiigiinde,
ayni enzimin tekrar tekrar kullanilmasimin canli agisindan gok Snemli bir §zellik
oldugu goériilmektedir. Enzimlerin etkinlii turnover sayisi (etkinlik degeri) adi
verilen ve enzimin saniyede etki ettifi substrat sayisim1 anlatan bir ifade ile
belirtilmektedir [1-5].

Enzimler ¢ogunlukla protein yapisindadir ve proteinler de DNA'dan
gbnderilen genetik gifrelere goére ribozomlarda sentezlenlenmektedir. Bu
durum, bir gen-bir enzim iligkisi ile agiklanmaktadir. DNA'nin belirli bir
bblgesinde yer alan niikleotidler tarafindan gonderilen sifreler sayesinde bir
enzim sentezlenmektedir. Dolayisiyla da, her enzimden sorumlu olan bir genin
oldugunu sdylemek miimkiindiir. Genlerde meydana gelebilecek degismeler

ilgili enzimi etkileyecektir [1-5].

Bazi enzimler, proenzim olarak bilinen inaktif proteinler gseklinde
yapilmakta ve salgilanmaktadir. Bu inaktif protein birbirini izleyen bir dizi
islemden sonra aktif protein haline gelmekte ve olgun proteinin karakteristik
aktivitesini gOsterebildigi sekle doniistiiriilmektedir. Proinsiilin, pepsinojen,
tripsinojen, kimotripsinojen gibi proteinler inaktiftir ve aktiflestirildikleri zaman
sirasiyla insiilin, pepsin, tripsin ve kimotripsin haline doniiserek asil
fonksiyonlarini yerine getirebilmektedirler. Bazi proteinlerin inaktif bazilarinin
ise aktif olarak salgilanmalar1 sGyle izah edilmektedir; Bazi proteinlere her
zaman gereksinim duyulurken, bazilarina da ara sira gereksinim duyulmaktadir.
Mesela; insan kanindaki karbonik anhidraza her zaman ihtiya¢ duyulurken,
kanin pihtilagmasinda gérevli olan enzimler herhangi bir kanama oldugu zaman
gereklidir.  Tripsin enzimi de ince baZirsakta sindirimin oldugu zamanlar
gereklidir. Bu durumun ikinci sebebi de aktif olan enzimin salgilandig: dokuya
zarar verebildigi gosterilmektedir. Ornegin; pankreasta iiretilen tripsinojen aktif
degilken, ince bagirsaklara ulastigi zaman aktif hale gegirilmektedir. Bd&ylelikle

de pankreasta olabilecek zedelenmelerin §niine gegildigi belirtilmektedir [3].



Enzimler, bir ¢ok sahada kullanilabilmektedir. Ornegin; kan plazmasinda
yer alan bazi enzimlerin aktivitelerinin 8lgiimii tibbi bozukluklarin tanisinda
Onemli olmaktadir, Diagnostik enzimoloji, tipta hastaliklarin tani ve
kontroliinde yardimci olarak kullanilan bir alandir. Mesela; kanser teshisinde
kullanilabilen bir yoldur. Bunun yaninda enzimler hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir [3]. Farmakoloji ve toksikolojinin temelinde enzimlere tesir
etme yatmaktadir. Bunun da biiyiikk oranda temelini enzim inhibisyonu
olusturmaktadir. Ozellikle antibiyotikler, hastalik yapan mikroorganizmalarin
DNA veya RNA sentezinde yer alan enzimleri inhibe ederek ¢ogalmalarim
engellemektedir. Bazi durumlarda hiicre duvar: yapiminin engellenmesi de séz
konusudur [3]. Giinliik hayatta bol olarak kullanilan deterjanlarin igerisinde
belirli oranlarda enzimler yer almaktadir. Bu enzimler temizlenecek ylizeyde

yer alan maddeye etki ederek onlar1 pargalamaktadirlar [1-5].

1.2 Enzimlerin Siiflandirilmasi

Enzimleri birka¢ degisik sekilde smiflandirmak miimkiindiir. Mesela,
sadece proteinden meydana gelen enzimlere basit, proteinin yaninda yan grup da
iceren enzimlere bilesik enzim ismi verilmektedir. Hiicre i¢inde gérevli olan
enzimlere endo-enzimler, hiicre diginda etkili olan enzimlere de ekzo-enzimler
denilmektedir. Bunlarin yani sira etki ettikleri substrata gére smiflama da
yapilmaktadir. Ornegin; proteine etki eden enzim igin proteinaz, lipitlere etki

eden igin lipaz vs. isimleri verilebilmektedir [1-5].

Canlilardaki ¢esitliligin ¢ok olmasindan dolay:r sistematik bir
isimlendirme ve siniflandirmanin yapilmas: gibi, ¢ok sayida olan enzimlerin de
isimlendirilmesi ve smiflandiriimasma ihtiyag duyulmugtur. Bu nedenle
uluslararas: biyokimya birligi tarafindan 1961 yilinda enzimlerin sistematiginin
yapilmasina karar verilmistir. Bu karara gére, enzimler alt gruplar: da olmak
lizere 6 ana gruba ayrilmug ve ikili bir isimlendirme yoluna gidilmistir. Ilk isim
substrat ismini, ikinci isim ise reaksiyon tipini belirler ve sonuna -az eki
getirilir. Buradan yola ¢ikilarak her enzime sistematik bir enzim kodu (EC)

verilmistir. Enzim kodu, EC harflerinden sonra aralarina nokta konularak 4 tane




rakamin yan yana yazilmasi ile ifade edilmektedir. S6z konusu reaksiyonun
dogasim1 aydinlatmak igin, gerekli ise, ek bilgi parantez igerisinde
verilebilmektedir. Ornegin; EC 3.5.2.2 daha sonra agiklanacak olan

dihidropirimidinaz enzimi i¢in verilen enzim kodudur [1-5].

ENZIMLER
BASIT BILESIK
ENZIMLER ENZIMLER
l (HOLOENZIM) _l
PROTEIN KISIM YAN GRUP
(APOENZIM) l

ORGANIK INORGANIK
Baz1 Vitaminler Metal Iyonlar:
(NAD", Tiamin) (Zn'* Mg*%..)

Sekil 1.1. Yapilarina gore enzimlerin siniflandriimas:

Enzim sistematigine gore belirlenen 6 ana grup sunlardir:

1.2.1 Oksidorediiktazlar

Redoks tepkimelerinin katalizlenmesini saglayan enzim grubudur. Iki
substrat  arasimnda  indirgenme ve  yiikseitgenme  reaksiyonlarini
gerceklestirmektedirler. Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,
transhidrogenazlar, hidroksilazlar bu grupta yer almaktadir. Ornegin;
asetaldehit rediiktaz, fenilalanin hidroksilaz, alkol dehidrogenaz, laktat

dehidrogenaz bunlardan bazilaridur.




1.2.2 Transferazlar

Hidrojen disinda bir atomun veya atom grubunun (metil, karboksil,
amino, fosfat gruplar1)) bir molekiilden digerine aktarilmasin1 saglayan
enzimlerdir. Dekarboksilazlar, kolin agil transferaz, kreatin fosfokinaz &6rnek

olarak verilebilmektedir.
1.2.3 Hidrolazlar

Bir molekiill su katmak suretiyle veya su molekiilii araciligi ile
molekiillerin yikilmasim1 saglayan enzimlerdir.  Ester, peptid, C-C, P-N
baglarinin hidrolizini katalizleyen enzim grubudur. Dihidropirimidinaz, lipaz,

proteinaz, asetil kolin esteraz bu gruba 6rnek gosterilebilmektedir.

1.2.4 Liyazlar

Su molekiilii ¢gikarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir. Ornegin; C-C
bagi aldolaz ve dekarboksilazla yikilmaktadir. Substrattan gruplarin
uzaklastirilip ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.

Karbonik anhidraz ve aldolaz 6rnek verilebilmektedir.

1.2.5 Iizomerazlar

Molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren
enzimlerdir. Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin Dbirbirine
doniistiiriilmesini katalizleyen enzim grubudur. Trioz fosfat izomeraz,

epimeraz, fosfoglukomutaz drnek olarak verilebilmektedir.
1.2.6 Ligazlar ( Sentetazlar)
Enerji kullanilarak substratlarin  birbirine baglanmasmi katalizleyen

enzimlerdir., Glutamin sentetaz ve asetil Co-A sentetaz gibi enzimler bu

gruptaki enzimlere 6rnek olarak verilebilmektedir [1-5].




1.3 Vpax, Ky Degerleri ve Onemi

Vmax degeri; ilgili enzimin, belirli substratla, belirli sartlar altinda
reaksiyona girdiginde ulasilabilecek en yiiksek katalitik etki diizeyini anlatan bir
ifadedir. Ky ise, Michaelis-Menten sabiti olarak bilinmekte ve 1/2 Vyay'daki

substrat konsantrasyonu olarak formiiliize edilmektedir.

Kwm degeri, baz1 deneylerle yaklagik olarak hesaplanabilmektedir. Enzim
konsantrasyonu sabit tutularak degisik konsantrasyonlarda substrat uygulanarak
reaksiyon hizlar1 hesaplanmakta ve bu degerlerle bir grafik olugturularak Ky
degeri bulunabilmektedir. Her enzimin Ky degeri substrata, sicakliga ve pH'a
gore degisiklik gostermektedir. Ancak enzim konsantrasyonu ile

degismemektedir.

Ky degeri, ilgili olan enzimin aktif bSlgelerinin yarisinin dolu oldugu
substrat konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bunun yam sira Km degeri,
enzimin substrata olan ilgisini ifade eden bir sabittir. Bu degerin diigiik olmas1
enzimin belirtilen substrata daha ¢ok ilgisi oldugunu gdstermektedir. Bu yolla
bir cok kimyasal reaksiyonun substratlar1 ve iiriinleri ortaya gikarilabilmektedir.

Enzimlerin karakterize edilmesinde bu degerler de hesap edilmelidir [1-5].

1.4 Enzim inhibitérleri

Enzimin faaliyetlerini azaltan veya tamamen durduran maddelere
inhibitér, bu olaya da inhibisyon ismi verilmektedir. Cogunlukla da bu

inhibisyon, kiigiik molekiiller veya iyonlar tarafindan gergeklestirilmektedir.

Birgok ilacin ve zehirin etkisi belirli bir enzimin inhibisyonu yoluyla
gergeklestirilmektedir. Hem enzimlerin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi
hem de tedavide kullanimlar1t agisindan, enzim inhibisyonu Onemli

gorilmektedir.



Dért ¢esit inhibisyondan bahsedilmektedir:

1.4.1 Déniisiimlii inhibisyon

1.4.1.1 Kompetitif (Yariymalh) inhibisyon

Bu inhibisyon ¢esidinde, enzimin substratina benzeyen inhibit6r
yarismali olarak enzimin aktif bSlgesine baglanmaktadir. Enzim-Substrat (E-S)
kompleksinin olugumu, dolayisiyla da iiriin sentezi azalacag:i i¢in enzim
aktivitesinde bir diigme olmaktadir. Ortama daha fazla substratin eklenmesi ile
daha fazla E-S kompleksinin olugmasi saglanarak maksimum aktiviteye
ulagmas1 miimkiin olmaktadir, B&yle bir inhibisyonda Vuax degeri degismezken
Kwm degeri artmaktadir [1-5]. (Vmax ve Ky igin BSliim 1.5'te  agiklama
yapilacaktir.)

1.4.1.2 Nonkompetitif (Yarismasiz) Inhibisyon

Nonkompetitif inhibisyonda hem substrat hem de inhibitér ayni1 anda
enzime baglanmaktadir. Burada EI, ES, ESI olmak iizere 3 degisik kompleks
meydana gelmektedir. Bunlardan EI ve ESI kompleksleri inaktiftir ve
bunlardan iirlin olugmamaktadir. Ancak ESI kompleksine inhibitér doniigtimlii
olarak baglandigindan inhibitér yavag bir gekilde bu kompleksten
uzaklagmaktadir. Geride kalan ES kompleksinden iiriin olusmaktadir. Bu
inhibisyonda enzimatik aktivite diiser ve substrat konsantrasyonu artirilsa bile
maksimum aktiviteye ulasilamaz. Vpnx degeri azalirken Ky degeri sabit

kalmaktadir.

1.4.1.3 Unkompetitif inhibisyon

Bu inhibisyon ¢esidinde, inhibitor sadece ES kompleksine
baglanmaktadir. Burada substrat konsantrasyonunu artirmak, ES kompleksinin
olusumunu artrracagi i¢in aktiviteyi artrmak yerine azaltacaktir, Inhibitdr

varliginda hem iiriin olusumu hem de ESI kompleksi olugumu bir arada olacag:




icin siirekli olarak ES kompleksi ve Ky degeri azalacaktir. Uriin olusumunda

azalma oldugu igin Vyax degerinde de azalma goriilecektir.

1.4.2 Déniisiimsiiz Inhibisyon

Iodoasetamid, agir metal iyonlar1 (Ag+, Hg++), oksitleyiciler gibi
degisik maddeler enzime ¢ok siki baglanarak enzim aktivitesini tamamen
durdurmaktadirlar, Bu inhibitérler s6z konusu substrata benzerlik
gostermedikleri igin  substrat konsantrasyonundaki artig inhibisyonu
engelleyememektedir. Artik o enzim is yapamaz hale gelmektedir. Bu tip
inhibisyona neden olan madde, enzimin katalitik fonksiyon yapan grubu ile
birleserek onu i yapamaz hale getirmek veya bdyle bir grubun yapisini bozmak
suretiyle etkili olmaktadir. = Normal sartlarda enzimin katalitik etkiyi
gosterebilmesi igin aktif bdlgenin fonksiyonel grubu, substratla iligki kurup onu
tanimali ve reaksiyonu katalize etmelidir. Sinirlerde uyartilarin iletilmesinde
Onemli etkisi olan asetil kolin esterazin, diizopropilfosfofluorid tarafindan
inhibe edilmesi doniiglimsiiz inhibisyona bir 6rnektir. Burada inhibitor enzime

¢ok siki bir sekilde baglanmakta ve ayrilma ¢ok az olmakta veya hig
olmamaktadir [1-5].

1.5 Enzim Aktivitesinin ifade Edilmesi

Enzim aktivitesi degisik sekillerde ifade edilebilmektedir. Ornegin 1 mg
enzim tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans degisikligi bir
enzim birimi olarak ifade edilebilmektedir. Fakat diinya genelinde elde edilen
sonuglar: kargilastirabilmek i¢in daha standart bir birim ifadesi gelistirilmistir.
Bu, enzim iinitesi olarak ifade edilmektedir. Buna gore; bir iinite enzim, 1
dakikada 1 pmol iiriiniin olusumu veya substratin doniigiimiinii katalizleyen
enzim miktaridir. Bir enzimin spesifik aktivitesi de 1 mg protein bagina diisen
enzim {initesi olarak tanimlanmaktadir. Bu kullanimin yaygin olmasina karsilik,
son zamanlarda  katal ve nanokatal (nkatal) ifadeleri kullanilmasi da
yayginlagmigtir. Bu birim Biyokimya Birligi, Enzim Alt Komisyonu tarafindan

Onerilmigtir. Katal da; 1 saniyede 1 mol iriin olusumunu veya substratin
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doniigiimiinii katalizleyen enzim miktar1 olarak ifade edilmektedir. Buradan

hareketle su esitlikler ¢ikarilabilmektedir [2, 6-9].

1 Katal= 6x10’ Unite
1 Katal= 10° nkatal
1 Unite= 16,67 nkatal

Enzim aktivite birimleri de U/ml/dak olarak ifade edilmektedir. Bu
durumda spesifik aktivite de U/mg olarak ifade edilmektedir. Eger nkatala

¢evrilirse nkatal/mg olarak tanimlanmaktadir.
1.6 Enzimatik Aktivitenin Diizenlenmesi

Enzimatik reaksiyonlar; ortam sartlar1 (pH, Sicaklik), bagka enzimler ve

allosteri ile diizenlenebilmektedir.

Herbir enzimin katalitik aktivitesini g@sterdigi bir aktif bolgesi vardir.
Ancak bunun yani sira, allosterik enzimlerde aktif blgenin haricinde bagka bir
yer daha vardir. Regiilatér yer olarak ifade edilen bu yere modiilatér denilen
bir madde baglaﬁabilmektedir. Eger modiilator, enzimin aktivitesini artirirsa
buna stimiilatdr, azaltirsa da inhibit6r ismi verilmektedir. Modiilatdr, enzime
baglandig1 zaman enzimin ii¢ boyutlu yapisinda konformasyonal bir degisime
neden olmaktadir. Bu degisim de enzimin substrata olan ilgisini artirmakta veya
azaltmaktadir. Bir dizi reaksiyon sonunda olusan iiriin de, baslangigtaki
enzimlerden birisinin modiilatdrii olabilmektedir. Ortamdaki iiriin, bu serideki
bir allosterik enzimin aktivitesini azaltarak veya g¢ogaltarak iiriin olusumunu bir

diger ifade ile metabolizmay: diizenlemektedir [1, 4, 5).

1.7 Enzim Saflastirilmasindaki Onemli Metotlar

Enzimin saflagtirilmasi ve nitelendirilmesi dier ¢aligmalar i¢in bir on
basamak nitelifi tagimaktadir. Belirli kriterlere gore saflastirma stratejisi

belirlenmektedir. Temel kriter; en diisiik maliyetle, en yiiksek saflik ve enzim
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aktivitesi elde etmek olarak goriilmektedir. Bunlara gére de diger basamaklar

diizenlenerek bir saflagtirma stratejisi olugturulmaktadir [2, 6-9].

1.7.1 Enzim Saflagtirma Stratejisi

Oncelikle saflastirilacak enzimin ne igin gerekli olduguna karar
verilmelidir. Genel olarak laboratuvar galigmalar1 veya sanayide kullamim igin
saflagtirma amaglanmaktadir. Laboratuvar c¢aligmalari ig¢in az enzim ancak
saflik derecesi miimkiin oldugu kadar yiiksek, sanayideki kullanim i¢in ise gok
ancak saflik derecesinin yiiksekligi pek de fazla 6nemli olmayan enzim
istenmektedir.  Aktivite, yapi, yapi-islev iligkileri igin % 80-90’lik saflik
derecesi gerekmektedir. Hatta yapisal galigmalar igin bu oran % 95’den fazla
olmasi iyi sonuglar vermektedir. Aksi taktirde hatali sonuglarin normal sinirlari

gecmesi kagmilmaz olmaktadir [2, 6-9].

Strateji belirlenirken netlestirilmesi gereken hususlardan birisi de enzim
kaynagidir. Yani enzimin hangi canlidan elde edilecegine karar verilmelidir.
Bunlar; bakteri, mantar, bitki, hayvan vs. olabilir. Hatta daha spesifik olarak
canlinin belirli bir kismt da (fare karacigeri, insan kani, bezelye tohumu gibi)

enzim kaynag1 olarak belirlenebilmektedir [2, 6-9].

Cok 6nemli sartlardan birisi de maliyet ve zamandir. Bu tiir ¢aligmalarda
kullamilan arag-geregler ve kimyasal maddeler genellikle g¢ok pahalidir.
Bunlarin seg¢imi ¢ok iyi planlanip eldeki imkanlara gore yapilmalidir.
Kullanilabilecek  alternatif yollar, arag-geregler, kimyasal maddeler
belirlenmelidir. Yapilacak g¢aligmalarin ¢ok uzun siireler alacag: hesap edilerek
buna gore de gerekli tedbirler alinmalidir. Bazi hatalar ¢ok miktarda zaman
kaybina neden olabilmektedir. Bu, ayni zamanda maliyetin de artmas1 anlamina
gelir ki, hatalarin en aza indirilmesi i¢in gerekli tedbirlerin mutlaka alinmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.
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Hemen hemen her enzim digerlerinden farkli 6zelliklerde oldugundan
birbirlerinden degisik y6ntemlerle saflagtiriimalarin1 gerektirmektedir. Temel
mantik ayni olsa da ayrintilarda farkli noktalarin olabilecegi gdz oniine
almmalidir. Bu nedenle de enzimle ilgili o zamana kadar yayinlanmig olan
verilerin toparlanip ortaya konulmasi ¢ok 6nemlidir. Bu verilere gore de

saflagtirma basamaklar1 ve onlarin siraya konulmasi gergeklestirilebilmektedir.

Dikkat edilmesi gereken en &nemli hususlardan birisi de enzim
aktivitesinin korunmasidir. Ne yapilirsa yapilsin enzim aktivitesi azalacaktir.
Ancak bu azalist en aza indirecek gekilde gerekli 6nlemler alinmaya
calisgtlmalidir.  Eger aktivite kaybolursa, yapilan galigmalarin hi¢bir anlami
kalmaz. Enzimin Ozellikleri de g6z Oniinde bulundurularak, aktivitenin
korunmasi igin gerekli sartlar optimum hale getirilmeye g¢aligilmalidir.

Bunlardan bazilar1 gdyle siralanabilir:

¢ Enzim ¢ogunlukla 4 °C’de saklanmalidir. Cok daha diisiik sicakliklarda da
saklanabilir ancak sicakligin artirilip tekrar ¢ok diigiik derecelere getirilmesi
enzimin ¢ok daha ¢abuk bozulmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
optimum saklama derecesi 4 °C olarak tercih edilmektedir. Aksi taktirde

sirekli olarak hizli bir gekilde aktivite kayb1 olacaktir.

¢ Her enzimin optimum bir pH derecesi vardir. pH degisimleri enzim
aktivitesini 6nemli derecede etkilemektedir. Bu nedenle her enzim, uygun
bir tampon iginde saklanmalidir. Bu tampon, enzimin aktivitesini

yitirmesine 6nemli derecede engel olacaktir.

¢ Kullanilan arag-gere¢ ve kimyasallarin uygun nitelikleri tasimasi
gerekmektedir. Enzimin aktif bolgesi, dogas1 geregi ¢ok reaktiftir ve bu
nedenle inaktivasyona gbk duyarhidir.  Ozellikle, siilfidril grubu olan
enzimlerde bu inaktivasyon kolaylikla goériilmektedir. Ciinkii bu gruplar
hiicre pargalandiktan sonra ¢abucak okside olmaktadirlar.  Enzimin

bulundugu ortama gelebilecek yabanci bir madde ‘enzimin bozulmasina
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neden olabilmektedir. Tagima iglemlerine bile dikkat edilmelidir.
Calkalanmadan dolay1 eger enzimin bulundugu ortamda hava kabarciklari

olusursa, bu enzimin oksitlenip zarar gérmesine neden olabilmektedir.

¢ Metal iyonlar: siilfidril gruplarimi inaktive edebilmektedir. Bu nedenle
tampona EDTA gibi kompleks olusturucu maddeler ilave edilebilmektedir.

Eger enzimin metal iyonuna ihtiyac1 varsa bu maddenin eklenmesine gerek
yoktur [2,6-9].

1.7.2 Kullamlan Saflastirma islemlerinden Bazlan
1.7.2.1 Enzim Kaynagindan Enzimin Cikarilmas: (Ekstraksiyon):

Bu islem,her kaynak i¢in farkli sekillerde yapilabilmektedir. Mesela;
bakteri i¢in sonikasyon kullanilirken, bitki igin ezme ydntemi kullanilmaktadir.
Burada amag, miimkiin oldugu kadar az aktivite kayb: ile en fazla enzimi izole

edebilmektir.
1.7.2.2 Santrifiijle Céktiirme:

Saflagtrmanin degisik basamaklarinda uygulanabilecek bir islemdir.
Istedigimiz veya istemedigimiz bir kisim maddelerin ¢oktiiriilmesinde
faydalanilir.  Herbir agama igin belirli bir hiz ve siire tespit edilerek
santrifiijleme gergeklestirilir. Mesela enzim kaynaginin homojenizasyonundan
organellerin ve biiylikk partikiillerin uzaklastirtlmas: igin kullanilabilir.
Istenmeyen  proteinlerin  1stma ile  denatire  edilmesinden sonra
uzaklastirilmasinda santriﬁijdeh yararlanilir. Enzim aktivitesinin korunmasi

icin sogutmal1 santrifiijler tercih edilmelidir.
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1.7.2.3 Isitma (Heat Treatment):

Enzimler protein yapisinda olduklarindan sicakliin artirilmas: ile ii¢
boyutlu aktif yapilar1 bozulabilmektedir. Her enzimin dayanabildigi bir sicaklik
derecesi ve siiresi vardir. Bu sicaklik ve siire g6z Oniinde bulundurularak,
istenmeyen proteinlerin bir kismumi1 uzaklagtirmak  miimkiindiir.  Isitma
isleminden sonra santrifiijleme ile istenmeyen proteinler ¢Okeltilerek

uzaklastirilip diger saflastirma iglemlerine devam edilmektedir.

1.7.2.4 Amonyum Siilfatla Coktiirme

Notral tuzlar proteinlerin ¢6ziiniirliigiine etki etmektedir. Diigiik tuz
konsantrasyonlarinda  proteinlerin  ¢Oziintirligii  artarken yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda proteinlerin ¢6ziiniirliikkleri azalmaktadir. Belirli
doygunluk derecesine gore eklenen notral tuz, degigik molekiil agirligindaki
proteinlerin ¢Okmesine neden olmaktadir. Coktlirme iglemlerinde istenilen
aralik belirlendigi zaman, bu aralifin diginda kalan proteinlerin uzaklastiriimasi
miimkiindiir, Dolayisiyla belirli bir oranda saflagtirma yapilmig olunmaktadir.
Bu yontemde en ¢ok kullanilan tuz amonyum siilfat oldugu i¢in, bu yénteme
amonyum siilfatla ¢oktiirme de denilmektedir. Amonyum siilfat, 2 degerlikli tuz
olup daha etkili ¢Oktiirme yapmasi, maliyetinin ucuz olmasi ve g¢Oktiirme
islemleri sirasinda sicaklig1 fazla artirmamasi gibi 6zellikler sebebiyle daha gok

tercih edilmektedir.

1.7.2.5 Diyaliz

Istenmeyen kiigiik maddelerin uzaklastirilmas: igin uygulanan bir
islemdir. Kullanilacak olan diyaliz tiipiiniin por ¢aplarinin bilinmesi 6nemli
olmaktadir. Bu porlardan gegebilen kiiglik maddeler difiizyonla diyaliz tiipiiniin
digma g¢ikmaktadirlar.  Diyaliz tiipline enzim Ornegi konulup iki ucu
baglandiktan sonra, tiip genellikle 4 °C'lik ortamda bir tampon igerisine

konularak 15-20 saat siire ile geregine gbre birkag defa tampon degistirilerek bu
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islem gergeklestirilmektedir. Bu siire zarfinda manyetik karistirici yardimiyla
da tampon karigtirilirsa, daha etkili diyaliz iglemi gergeklestirilmektedir.
Amonyum siilfatla ¢Oktiirme isleminden sonra 6rnekteki tuzun uzaklagtiriimas:
diyalizle gergeklestirilebilmektedir.  Ayrica enzim ¢Ozeltisinin tamponunu

degistirmek i¢in de diyalizden yararlanmak miimkiindiir.

1.7.2.6 izoelektrik Noktaya Gore Coktiirme

Her enzimin bir izoelektrik noktasi (pl) vardir. Enzimler izoelektrik
noktalarinda ¢bkmektedirler. Saflastirilacak enzimin izoelektrik noktasi1 géz
Oniinde bulundurularak, tampon ¢dzeltinin pH"1 degistirildiginde, bir gok protein
¢Okmektedir. COken bu proteinler santrifiijlenerek uzaklastirilmaktadir. Bu
islemle yine bir ¢ok istenmeyen protein uzaklagtirilabilmektedir. Burada dikkat
edilmesi gereken en dnemli nokta, pH degisimi aralifinda saflastirilmak istenen

enzimin izoelektrik noktasinin olmamasidir.
1.7.2.7 Kolon Kromatografisi:

Saflagtirma islemlerinde en ¢ok kullanilan ydntemlerdendir. Bu amagla
degisik biiyiikliiklerdeki silindir seklinde tiiplerin igerisine konulan materyal
durgun fazi olusturmaktadir. Bu durgun fazdan, &rnek hareketli faz olarak
gecirilir ve istenilen enzimin digerlerinden ayrilmasi saglamir. Bu islem
saflagtirma basamaklarinin son agamalarinda yapilmaktadir. Clinkii buraya
kadar olan iglemlerle Ornefin miktar1 miimkiin oldugu kadar azaltilmaya
caligilmaktadir, Kolona uygulanacak 6rnegin miimkiin oldugu kadar az olmasi,
kolonlarin maliyetinin de yiiksekligi nedeniyle, Onemli goriilmektedir.
Izoelektrik nokta, molekiil biiyiikliigii, elektriksel yiik, afinite gibi degisik
zelliklerden yararlanilarak hazirlanan kolonlardan Ornek gegirildigi zaman,
genellikle yiiksek bir saflagtirma yiizdesi elde edilmektedir. Kolonun tipi,
saflagtirilmak istenen enzimin niteliklerine glre degisiklikler
gosterebilmektedir. Saflastirma prosediiriinde 1 tane kolon kullanildig1 gibi
birkag tane kolon kullanilip daha yiiksek saflik derecesine ulésllabilmektedir
[2, 6-9].
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1.8 Pirimidinler

Niikleik asitler (DNA ve RNA) canlilarin yOnetici molekiilleridir.
Bunlar; azotlu organik bir baz, 5 karbonlu bir seker ve bir de fosfat grubundan
olusan, niikleotid adi1 verilen birimlerden olugsmaktadir. Bu birimde yer alan
azotlu organik bazlar, pirin ve pirimidin olmak {izere iki grupta

incelenmektedir. Pirimidin grubu bazlar urasil, timin ve sitozindir.

Pirimidin ismi ilk kez 1885 yilinda Pinner tarafindan piridin ve amid
isimlerinin birlestirilmesi suretiyle kullanilmistir. i1k pirimidin bilesigi ise 1889
yilinda Gabriel ve Colman tarafindan 5-metil urasilden hazirlanmigtir. Bu
molekiil, dordii C ve ikisi N atomu olmak {izere toplam 6 {iyeli bir halkali
bilesiktir.  Pirimidinler genellikle suda ¢oziinmektedirler.  Pirimidinlerin
yapilarinda ikili konjuge baglar oldugundan, 220-300 nm dalga boylar: arasinda
UV 15181 absorblamaktadilar. Bu 6zelliklerinden dolay:r tammlanmalar: ve
tayinleri kolaylikla yapilabilmektedir. Sekil 1.2'de 3 temel pirimidin bilesigi
verilmektedir [10-13].

@) NH, 0]
CH
HN)j HN/ | HN/':( 3
H. H H
Urasil Sitozin Timin

Sekil 1.2 Ug temel pirimidin bilesigi
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Sekil 1.3 Pirimidin biyosentezi
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1.8.1 Pirimidin Biyosentezi

Pirimidinler, orotat yolu olarak da bilinen 6 enzimatik reaksiyonla
sentezlenmektedir. Bu reaksiyonlarin, calisilan tiim organizmalarda temel
olarak benzerlik gdsterdigi bulunmustur. Reaksiyon basamaklar: ayn1 olmasina
ragmen, enzimlerin farkli tip organizmalardaki hiicre i¢i organizasyonlar:

oldukea farkliliklar gsterebilmektedir.

Pirimidin biyosentezinin ilk enzimi olan karbamoil fosfat sentetaz,
glutamin ve bikarbonattan karbamoil fosfat sentezini katalizlemektedir. Burada
glutamin azot vericisi, ATP ise enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Karbamoil, aspartat transkarbamoilaz katalizérliigii ile N-karbamoil aspartat
olusturmak lizere aspartata transfer edilmektedir. Uglincii sathada,
dihidroorotazin faaliyeti ile su uzaklagtirilmak suretiyle halka kapatilarak 6
iiyeli dihidroorotat meydana gelmektedir. Dihidroorotat, dehidrogenizasyon ile
orotat haline doniigmektedir. Sonraki basamakta, bir riboz fosfat grubunun
orotata transferi ile orotidin monofosfat meydana gelmektedir. Orotidin
monofosfatin dekarboksilasyonu ile uridin monofosfat olusmaktadir. Uridin
monofosfattan da dier pirimidinler sentezlenmektedir.  Sekil 1.3'te bu

reaksiyonlarin §zeti verilmektedir [10-13].
1.8.2 Pirimidin Katabolizmas:
1.8.2.1 5'-Niikleotidaz
Bu enzim; niikleosit 5'-monofosfatin ilgili niikleosid ve inorganik fosfata
parcalanma reaksiyonu katalizlemektedir, Sekil 1.4'te goriildiigii gibi uridin

monofosfata su katilarak bir hidroliz reaksiyonu gergeklegsmekte ve sonugta

uridin ve inorganik fosfat meydana gelmektedir [10-13].
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Sekil 1.4 Uridin monofosfatin 5'-Niikleotidaz katalizorliigiiyle hidrolizasyonu

1.8.2.2 Uridin Hidrolaz (Uridin Niikleosidaz)

Bir Onceki reaksiyonda meydana gelen uridinden, uridin hidrolazin
katalizorligi ile urasil ve riboz meydana getirilmektedir., Meydana gelen

reaksiyon su katilarak pargalanma reaksiyonudur [10,13].

O
Urasil
HOCH, !
I HN
+H,0 Uridin hidrolaz_ + Riboz
OH OH lltl'
Uridin Urasil

Sekil 1.5 Uridinin uridin hidrolaz kataliz6rliigiiyle hidrolizasyonu
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Calisilan ¢ogu organizmada, pirimidin yikimi indirgenme olarak yer
almaktadir.  Urasil ve timin i¢in katabolizma reaksiyonlar1 sekil 1.6'da
gosterilmektedir. Urasil ve timinden NADH veya NADPH'n reaksiyona
katilmasiyla dihidrourasil ve dihidrotimin meydana gelmekte ve katabolik
reaksiyonlar baslamaktadir. Bu reaksiyon dihidrourasil dehidrogenaz tarafindan
katalize edilmektedir. Sitozin ise deaminasyonla dnce urasile doniistiiriilerek

yikilmaktadir,
Sitozin —® Sitidin = Uridin —® Urasil

Dihidrourasil ve dihidrotimin sirasiyla N-karbamoil-B-alanin ve N-
karbamoil-B-aminoizobiitirik aside dihidropirimidinazin katalizorliigii ile
doniistiiriilmektedir. Son enzim olan B-ureidopropionaz ile N-karbamoil-B-
alanin B-alanine, N-karbamoil-B-aminoizobiitirik asit ise B-aminoizobiitirik

aside bozunmaktadir [10-13].
1.8.2.3 Dihidrourasil Dehidrogenaz (DHUDHaz)

Ug basamakli pirimidin halka katabolizmasindaki ilk enzim dihidrourasil
dehidrogenaz (DHUDHaz)'dir. Bu enzim, urasil, 5-aminourasil ve timinin
indirgenme reaksiyonunu katalizlemekte ve sonugta 5. ve 6. karbon atomlar1
arasinda yer alan ¢ift bag NADPH tarafindan saglanan hidrojenler ile agilarak
dihidropirimidin bilegikleri meydana gelmektedir. Bu reaksiyon sekil 1.7'de

verilmektedir.
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HN Dihidrourasil dehidrogenaz HN
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N
N H
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R=H I= Urasil II= Dihidrourasil
R= CHj I= Timin II= Dihidrotimin

R=NH, I= 5-Aminourasil I1= 5-Aminodihidrourasil

Sekil 1.7. Pirimidinlerin dihidrourasil dehidrogenaz katalizdrliigiiyle rediiksiyonu

Pirimidin katabolizmasinda biiyiikk oranda sinirlayic1 enzim (anahtar
enzim) olarak DHUDHaz bilinmektedir (10). Ancak istisnai durumlar da vardir,
Bu enzim, katabolik yolda kendinden sonraki diger iki enzim kadar stabil

degildir EDTA ve merkaptoetanol ilavesinin stabiliteyi artirdig
belirtilmektedir [10, 14-20].

1.8.2.4 Dihidropirimidinaz (DHPaz)

Bu ¢aligmada karakterize edilmeye ¢alisilan dihidropirimidinaz (DHPaz),
pirimidin katabolizmasinda ikinci sirada yer almaktadir. Enzimle ilgili bu

boliimde kisa bilgi verildikten sonra 1.8.3'te ayrintil1 agiklama yapilacaktir.

DHUDHaz"in fonksiyonu ile meydana gelen dihidropirimidin bilegikleri,
DHPaz'in katalizorliigiiyle N-karbamoil bilesiklerine doniistiiriilmektedirler. Bu
safthada dihidropirimidinler hidrolize edilir ve 6 iiyeli halka yapilar1 agilir
(Sekil. 1.8) [10, 21-24].
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N
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R=H I= Dihidrourasil [I= N-Karbamoil-p-alanin

R=CH; I= Dihidrotimin [I= N-Karbamoil-B-aminoizobiitirik asit

R=NH, I= 5-Aminodihidrourasil II= Albizzin
Sekil 1.8. Dihidropirimidinlerin dihidropirimidinaz katalizorliiiiyle hidrolizasyonu
1.8.2.5 B-Ureidopropionaz (N-Karbamoil-f-Alanin Amidohidrelaz)
Pirimidin katabolizmasindaki son enzimdir. N-karbamoil bilesikleri bu
enzimin katalizOrliigiiyle p-amino asit, CO, ve NHj'e hidrolize edilirler. Sekil

1.9'da bu enzimin katalize ettigi reaksiyon goriilmektedir [10, 11, 15].

OOH

R COCH R
HoN
+H,0 B-Ureidopropionaz NH3 +
COz +
N HoN
11
I
R=H I= N-Karbamoil-B-alanin II= B-alanin
R= CHj; I= N-Karbamoil-B-aminoizobiitirik asit II= B-aminoizobiitirik asit
R=NH; I= Albizzin I1= 2,3-diamino propanoik asit

Sekil 1.9. N-Karbamoil bilesiklerinin, B-ureidopropionaz katalizérliigiiyle

hidrolizasyonu
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1.8.3 Dihidropirimidinazin Ozellikleri

Dihidropirimidinaz,  pirimidin = katabolizmasinda  degisik 5,6
dihidropirimidinlerin, ayrica hidantoin ve suksinimidlerin de hidrolizini katalize

eden enzimdir. Sekil 1.8'de gdsterilen reaksiyonun katalizérliigiinii yapmaktadir
[10, 21-24].

Bu  zamana  kadar  dihidropirimidinazin  saflagtirilmasi  ve
karakterizasyonuyla ilgili bazi ¢aligmalar yapilmigtir. Bu galigmalarin gogu,
bitkiler digindaki organizmalarda 6zellikle de insan ve hayvan karacigerlerinden
izole edilen enzimle yapilmigtir. Bitkilerle bu amagla en 6nemli ¢ahsma
Mazus ve Buchowicz (1968) tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligmanin disinda bitki
dihidropirimidinazinin saflagtirilmas1 ve karakterize edilmesiyle ilgili baska
¢aligmaya rastlanmamistir. Ancak bunun yaninda direkt olarak ham preparatin

kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur [10, 26-27].

Dihidropirimidinaz, herbir alt {initesinde sik1 bagh bir Zn"" iyonu iceren
4 alt birimden olusan bir metaloenzimdir. Saflastirilmig enzimin ¢inko igerigi
atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile hesaplanmigtir. Molekiil agirlig: 215
kDa [28], 210 kDa [29], 217 kDa [30], 226 kDa [31], 280 kDa [27] gibi degisik
ancak birbirine yakin degerlerde hesaplanmistir. Herbir alt birimin molekiil
agirhg, 56,5 kDa [31], 54 kDa [28-30] olarak belirtilmistir.

Dihidropirimidinaz, birbirine benzer bir ¢ok substrata etki etmektedir.
5 bromodihidrourasil, 5-aminodihidrourasil, 5-florodihidrourasil, dihidrourasil,
dihidrotimin, hidantoin gibi bir gok molekiiliin hidrolizinde aktiftir. Ancak bu
bahsedilen maddelere kargt afinitesi degigik olmaktadir.  Ozellikle
5-bromodihidrourasil ve dihidrourasile gok daha fazla aktiftir. Bunun yaninda
glutarimid ve hidantoine karsi olan aktivitesi digerlerininkinin ancak %5'i
kadardir {28]. DHPaz, DHU ve DHT'e kars1 daha aktiftir. Dihidrouridin ve
dihidroorotata karsi bir aktivite g&stermez. Dihidrourasile  kars1

dihidrotiminden daha fazla aktiftir [10, 27].
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Dihidropirimidinazin oldukga stabil oldugu ve saflastirilmig olan enzimin
4°C'de saklandiginda, 6 ay sonra aktivitesinin ancak %50 kadarimi kaybettigi
bildirilmistir. Cinko ilavesinin aktiviteyi geri getirmedigi goriilmiistiir [31].
Saflagtirtlip konsantre edilmis DHPaz 4°C'de birka¢ ay onemli bir aktivite
kaybetmeden kalabilmigtir [30]. Kullanilan tampon da stabiliteyi
etkilemektedir. Ekstraksiyondan sonra enzimin 15 giin icerisinde aktivitesini
hizli  kaybettigi daha sonraki donemde aktivite kaybinin yavagladigi
bildirilmistir. Dietanolamino-asetat tamponunda (pH 10) 2 °C'de 20 giinde
aktivitesini % 65'e, 60 giinde ise baslangi¢ aktivitesinin yarisina diigtiigii rapor
edilmistir [27]. |

Dihidropirimidinaz yiiksek sicakliklara belirli bir direng gdstermektedir.
Dietanolamin-asetat tamponunda (pH 9.3) ham ekstraktin 70 °C'de 5 dakika
1sitilmasi enzim aktivitesini fazla degistirmemektedir[27]. Saflagtirma islemleri
strasinda 55 °C'de 3 dakika [28], 58 °C'de 5 dakika [29], 62 °C'de 5 dakika [30]
isitildigr belirtilmektedir. Bunun yaninda optimum sicaklik derecesi olarak
70 °C verilmistir [27]. Bunlara gére, enzimin 1sitmaya kars1 dnemli bir miktar
dayanma giiciiniin oldugu s6ylenebilmektedir. Bu da saflastirma islemlerinde

1sitmadan yararlanilabilecegini gostermektedir.

Enzimin pH 8-10 arasinda daha etkili oldugu gériilmiigtiir. Degisik
¢aligmalarda optimum pH 9.5 [27] ve 8.8 [28] olarak verilmigtir

Metal iyonlar1 ve diger bir ¢ok bilesik DHPaz'in aktivitesine etki
etmektedir. 0.1 mM Hg®" ve Ag® enzimin aktivitesini hemen hemen sifira
indirmektedir. Bunun yaninda 1 mM konsantrasyonda Mg?*, Mn®', Ni** de
aktiviteyi az bir miktarda artirmaktadir [27]. 4-aminobenzen siilfonamid,
4- nitrobenzen siilfonamid ve 4- nitrobenzen tiirevleri %100'e varan oranlarda

enzimi inhibe etmektedir [31].

Konsantrasyonlar1 1,2,4 mM olan 8-Hidroksiquinolin (8-HQSA),
dipikolinik asit (DPA) ve o-fenantrolin (OP) ile 48 saat Tris-HCI tamponunda

inkiibe edildikleri zaman en azindan 1 ve genellikle 3 kati kadar bir aktivite
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kaybi olmaktadir. Bu maddeler DHPaz'in kofaktérii olan Zn?*' atomlarinin
uzaklagmasina ve bu da enzimin aktivitesini yitirmesine neden olmaktadir. Ayni
sartlarda EDTA hicbir aktivite kaybina neden olmamaktadir. Bunlarla inaktive
olmus enzim, Zn** veya Co*' ile inkiibe edilirse % 70 oraminda tekrar

aktivitesini kazandig: bildirilmigtir [31].

Dihidropirimidinaz sert tiimérlerde normal dokulara oranla ¢ok daha
fazla bulunmaktadir. Karacigerde dihidropirimidinaz, sitoplazmada lokalizedir.
Rat karacigerinde aktivitenin diger organlardaki aktiviteden 10 kat daha fazla
oldugu belirtilmektedir [19]. Tiimér tedavisinde S-nitrourasil, 5-florourasil, 5-
bromourasil, 5-iyodourasil gibi pirimidin analoglar1 kullanilmaktadir. Bu
maddelerin sentezlenmesi pirimidin katabolizmasiyla gergeklegsmektedir.
DHPaz da bu katabolik yolda yer alan enzimlerdendir. Kalitsal pirimidinemi ve
pirimidinurili hastalar, 5-florourasil ile tedavi edildikleri zaman nd&rolojik

anormalliklerin geligtigi rapor edilmigtir [20, 25, 30, 32-34].
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2 MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal
2.1.1 Kimyasallar

Caligmada kullanilan solventler Merck'ten alinmugtir, Kimyasallar Sigma
Chemical Company Ltd'den saglanmigtir. Sephadex G-200 Balikesir
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Oktay Arslan'dan temin edilmigtir. Bazi kimyasallar ve cam malzemeler
Balikesir Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji-Kimya B&liimii
Laboratuvarindan bir kismi1 da Balikesir Universitesi Necatibey Egitim Fakiiltesi

(NEF) Kimya Boéliimii Laboratuvarindan saglanmigtir.
2.1.2 Cozeltilerin Hazirlanmas:
2.1.2.1 Tris-HCIl Tamponu

Ekstraksiyon ve diger islemlerde 0.1 M Tris-HC! tamponu (pH 9.5)

kullanilmigtir.

Bu tamponu hazirlamak igin, 12.1 g trisinhidroksimetilaminometan
(Trizma Base) 950 ml saf suda ¢dziilmils ve ¢dzeltinin pH's1 seyreltik HCl ile

9.5'e getirilmigtir. Cdzeltinin hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanmigtur.

2.1.2.2 Renk Belirteci

Dihidropirimidinazin aktivitesiyle dihidrourasil ve dihidrotiminden
tiretilen N-karbamoil-B-alanin (NCBA) ve N-karbamoil-p-aminoizobiitirik asit
(NCBAIBA)'in tayininde Prescott ve Jones (1969) tarafindan gelistirilen, West

ve arkadaglar1 (1982)'nca modifiye edilen yontem kullanilmigtir. Prescott ve
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Jones (1969)'un metoduna gore, modifiye edilen bu yéntemin avantaji, renk
olusumunda substratin etkisinin minimal diizeye indirilmesidir. Kolorimetrik
tayinde iki belirte¢ kullanilmigtir. Bunlar; antipirin/fosforik asit ve oksim
belirtegleridir.  Antipirin belirteci, 1g antipirinin, (1,5-dimetil-2-fenil-3-
pirazolon) % 50 oraninda % 85'lik orto fosforik asit igeren 200 ml'lik
soliisyonda ¢6ziilmesiyle hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢6zelti oda sicaklifinda
muhafaza edilmistir. Oksim belirteci ise, 0.8 g diasetil monoksimin 100 ml
% 5'lik asetik asitte ¢6ziilmesiyle hazirlanmugtir. Bu ¢6zelti de alliminyum
folyo ile kapli bir cam kapta ozellikle 151k almamasina dikkat edilerek 4 °C'de
saklanmigtir. Hazirlanan bu iki renk belirteci, NCBA ve NCBAIBA
tayinlerinden hemen &nce 2:1 (Antipirin:Oksim) oraninda karigtirilarak

Orneklerin bulundugu herbir deney tiipiine 1 ml ilave edilmigtir [26-29].

Standart egriler (Sekil 2.2 ve 2.3 ) NCBA ve NCBAIBA ¢ozeltileri

kullanilarak yapilmigtir. Bu ¢dzeltiler i¢in inkiibasyon karigiminda yer alan

tampon kullanilmigtir.
2.1.3 Bitkiler

Bu ¢aligmada Pisum sativum L. (Bezelye), ve Albizzia julibrissin Durazz.
(Giilibrisim ) kullanilmastir. Pisum sativum, Balikesir'de yerel bir tohum
saticisindan alinmustir. Albizzia julibrissin tohumlar: ise Balikesir Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi bahgesindeki agaglardan toplanmugtir.  Bitkilerin
yetigtirilmesinde kullanilan kompost da yine yerel bir tohumcudan temin

edilmigtir.

Tohumlar ekilmeden Once her zaman iyice yikanmig ve karanlikta, saf
suda 15 saat kadar bekletilmigtir. Albizzia julibrissin tohumlar, 1slatilmadan
Once ¢entilmistir, Suyu emmis olan tohumlar 25 cm x 10 cm x 10 cm
boyutlarindaki plastik saksilarda ¢imlendirilmigtir. Altlarinda drenaj delikleri
bulunan saksilar ¢gesme suyu ile her giin sulanmigtir. Fideler yaklagik 25 °C'deki

sicaklikta yetistirilmigtir.
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Sekil 2.1. Bradford (1976) metoduna gore proteinlerin kolorimetrik tayini igin
standart egri
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Sekil 2.2. Prescott ve Jones (1969) tarfindan gelistirilen, West ve arkadaglar
(1982)'nca modifiye edilen yontemle NCBA'nin kolorimetrik tayini i¢in standart egri
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Sekil 2.3. Prescott ve Jones (1969) tarfindan gelistirilen, West ve arkadaglar

(1982)'nca modifiye edilen yontemle NCBAIBA'in kolorimetrik tayini igin
standart egri

32




2.1.4 Kullanilan Arac¢-Gereg¢

Helios Scanning UV-VIS spektrofotometre
Hettich EBA 12 Santrifiij

Hettich EBA 12 R Santrifijj

Dijital Hassas Terazi

Otomatik Pipetler: HTL

Dijital pH metre

Sirkiilatorli Su Banyosu

Peristaltik Pompa

Vorteks- Mikser

Isiticili Manyetik Karigtirici

2.2 Metot

2.2.1 Ekstraksiyon

Bolim 2.1.3'te belirtildigi sekilde yetistirilen fideler (10-15 giinliik),
dnce ¢esme suyu ile yikanmis, saf su ile durulanip yumusak havlu kagit ile
zedelenmeden kurulandiktan sonra ekstraksiyonda kullanilmigtir. Bunun igin,
onceden sofutulmus havan ve havaneli ile 4°C 'de 0.1 M Tris-HCI tamponu
(pH 9.5) kullanilarak fideler homojenize edilmistir. Ekstraksiyonda gram fide
basina 2 ml tampon ilave edilmistir. Homojenizat temiz iki katln tiilbentten
sliziiliip 12000 g'de 20 dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatant enzimik
gozeltide hazirlanan tampona karst 4°C'de 12 saat diyaliz edilmistir ve bu da

ham enzim ekstrakt1 olarak kullanilmistir {10, 26].

2.2.2 Isitma (Heat Treatment)

Ham ekstrakt bir behere konulup agz1 kapatildiktan sonra 60 °C'deki su
banyosunda 10 dakika bekletilmigtir. Sonra ekstrakt 6000 g'de 20 dakika
santrifiij edilmigtir. Cokelen kisim uzaklagtirilip siipernatant alinmig ve sonraki

saflastirma isleminde kullanilmigtir. Belirtilen 60 °C ve 10 dakikalik 1sitma

33




sliresi deneme-yanilma yoluyla tespit edilmistir. Aktivite ve protein tayini igin
5 ml siipernatant tampona kargi ham ekstraktta oldugu gibi 12 saat diyaliz
edilmistir. Isitma isleminden sonra enzim aktivitesinde artig ve total protein
miktarinda bir azalma goriilmiigtiir. Dolayisiyla da spesifik aktivitede de bir

artig belirlenmistir.
2.2.3 Amonyum Siilfatla Céktiirme

Amonyum siilfat; belirli doygunluk derecelerine gére belirli proteinlerin
¢Okelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullamilan bir tuzdur. Burada yine
deneme yanilma yoluyla % doygunluk derecesi 4°C'de belirlenmistir.
Amonyum siilfat miktarlar1 4 °C'deki degerlere gore alnmisti. Manyetik
karistiric: ile yavas yavag karigtirilan siipernatanta amonyum siilfat azar azar
eklenmis ve 20 dakika daha karigtirmaya devam edilmigtir. Soliisyon 6000 g'de
20 dakika santrifiij edilmis ve ¢Okelen kisim alinarak siipernatant
uzaklastirilmigtir. Pellet 2 ml tamponda ¢6ziiliip ayn1 tampona kars1 12 saat

diyaliz edildikten sonra enzimatik ekstrakt olarak kullanilmigtir
2.2.4 Kolon Kromatografisi (Jel Filtrasyon )

Molekiil biiyiikliiklerine gore aywrma islemini gergeklestirmede
kullanilan jel filtrasyon kromatografisinin kolon materyalinde yer alan porlar
degisik biiyiikliikklerde olmaktadir.

Caligmamizda kolon materyali olarak 500 mg Sephadex G-200
kullanilmigtir. Bunun i¢in kuru materyal tampon igerisinde iki giin gismeye
birakilmigtir. Boyutlar1 1x30 ¢m olan kolonun alt kismina bir miktar cam
pamugu yerlestirilmis, 5-6 ml kadar tampon konulduktan sonra da ¢dzelti
halindeki jel kolona bir huni yardimiyla doldurulmustur. Son durumda kolonun

jel ile doldurulmug boyutlar: 1x24 ¢cm olmustur.

Kolon Oncesi islemlerle (ekstraksiyon, isitma ve amonyum siilfatla

¢oktiirme ) elde edilen Srnekten literatiirde 6nerildigi sekilde (2) 700 pl kolona
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uygulanmigtir. Ornegin kolona uygulanmasindan &nce jelin iist kisminda yer
alan tamponun jel seviyesine kadar gelmesi beklenmis, sonra enzim ornegi
kolona ilave edilmis ve &rnek tamamen jelin igerisine girinceye kadar {istten
tampon ilave edilmemigtir. Jel ile enzim 6rnedi aymi seviyeye geldiginde yavas
yavas tampon ilave edilmistir. Bu arada eliisyonun akig hizin1 diizenlemek ig¢in
bir peristaltik pompa kullamlmigtir. Akig hizi da yine literatiirde Onerildigi
sekilde (2) 0,1 ml/dk. olarak ayarlanmigtir. Eliatlar 1,5 ml'lik santrifiij
tliplerinde toplanmustar. Islemler kolonun sirkiilatdrlii su banyosuyla
sogutulmasi sayesinde 4°C'de gergeklestirilmigtir. Eliatlardaki protein varhigi
spektrofotometre ile 280 nm'de kontrol edilmistir. Protein tayini Bradford

(1976)'un yontemine gére yapilmistir.
2.2.5 Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi, olusan driinlere gore, kolorimetrik olarak tayin
edilmistir.  Dihidropirimidinaz, dihidropirimidin bilegiklerini N-karbamoil
bilesiklerine doniigtiirmektedir. Belirli bir siire igerisinde, enzimin kataliz6rliigi
ile olusturulan {rlinlin miktarima gore, enzimin aktivitesi belirlenmigtir.
N-Karbamoil bilegikleri, b6lim 2.1.2.2'de agiklandig1 sekilde belirlenmistir. Bu
metot Turan (1995) tarafindan da modifiye edilerek kullanilmigtir. Yapilan
degisiklige gére, renk reaksiyon siiresi 2 saat yerine 1 saat, sicaklik da 60 °C
yerine de 70 °C olarak alinmigtir. Turan (1995)'a gore, bu degisikligin sebebi,
substratin enzimatik aktivite olmadan da kismen bozunmasidir. Siire uzadikga
aktivite tayininin hassasiyeti azalmaktadir. Bu tez ¢caligmasinda da sicaklik ve
siire tekrar denenmis, sonugta Turan (1995)"1n sicaklik derecesi uygun goriilerek

sadece renk reaksiyonu 1 saat yerine 1.5 saate uzatilmistur.

Deneylerde Oncelikle 37 °C'de 1 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir.
Toplam 1 ml olan reaksiyon karigiminda 3 mM 100 pl dihidropirimidin
(dihidrourasil, dihidrotimin), 100 pl enzim ekstrakt1 ve 800 pl de tampon
(Tris-HC1 pH 9.5) yer almustir. KOr, substrat haric diger tim reaksiyon
bilesenlerini igermistir. Inkiibasyon bir saat sonra bdliim 2.1.2.2'de belirtildigi

gibi herbir tiipe 1 ml renk belirteci ilave edilerek durdurulmug, reaksiyon
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sonucunda meydana gelen N-karbamoil bilegiklerinin boyanmas: iglemi
yapilmigtir. Renk reaksiyonu 70 °C'de 90 dakika gerceklestirilmis ve sonugta

N-karbamoil bilegiklerinin oldugu tiiplerde sari-turuncu renk meydana geldigi

gOriilmistiir.,

Renk olusumu reaksiyonunda 151k da 6nemli bir etken olmustur. Tipler
ne direkt giines 15181na maruz birakilmis ne de 11gin zayif oldugu ortama,
caligmada verilerin giivenilirligini artirmak amaciyla konulmustur. Tiiplere esit
miktarda 151k gelmesini saglamak i¢in 70 cm yiikseklikten 151k verecek sekilde 9
watt florosan ampulii olan bir masa lambasi1 kullanilmigtir. Bunun yani sira
laboratuvarin lambalar1 da yakilmigtir. Tim renk reaksiyonlari i¢in aymi
sartlarin saglanmasina 6zen gésterilmistir. Renk reaksiyonunun sonunda tiipler
su banyosundan alinarak soguk suyun igerisine konulmug, 1-2 dakika sogutma
isleminden sonra 466 nm'de absorbans 6l¢iilmiistiir. Olugan iiriin miktarinin
tayini i¢in kullanilmak {izere N-karbamoil-B-alanin ve N-karbamoil-f-
aminoizobiitirik asit bilegiklerinden hazirlanan ¢6zeltilerle standart egriler

onceden ¢izilmistir [ Sekil 2.2 ve 2.3].

Aktivite tayininde dikkat edilmesi gereken Onemli bir nokta da,
substratin kendiliginden bozunmasinin hesaba katilmas: olmustur. Yapilan
denemelerde 6nemli miktarda substratin kendiliginden bozundugu goriilmiistir.
Bu nedenle de, enzim aktivitesi hesaplanirken, kére kars1 toplam reaksiyon

karigimmdan elde edilen absorbanstan, enzimin bulunmadi§: tiiplerdeki

absorbans ¢ikarilmigtir [35-38].

Aktivite su formiile gbre hesaplanmigtir.

(OD 466/Egim)x Reak kar. hacmi (ml)x Seyreltme
Aktivite =

Enzim ekstrakt hacmi (ml)x Siire (dak.)

Aktivite = Unite/ml/dak.

Aktivite x 16,67 = nkatal/ml/sn

Spesifik Aktivite = Aktivite / Protein Miktar1 (mg/ml)
Spesifik Aktivite = nkatal /mg protein olarak ifade edilmistir.
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2.2.6 Protein Tayini

Enzimatik ekstraktin protein konsantrasyonu Bradford (1976) tarafindan
gelistirilen metot ile tayin edilmistir. Bu kolorimetrik metot, komazi mavisi
(Coomassie  Brilliant Blue G-250)'nin proteine baglanmasi esasina
dayanmaktadir. Y&ntemin en Snemli avantaj1 2 dakika gibi kisa bir siirede
proteine baglanarak boyama isleminin gergeklesmesi ve 1 saate kadar da bu
rengin degigymemesidir. Proteine baglanmadan dnce kirmizims: renkli olan bu
boya, proteinle etkilesimden sonra mavi renge ddniismektedir ve bu durumda

595 nm'de maksimum absorbans vermektedir [39].

Belirte¢ 100 mg komazi mavisinin 50 ml etanol (% 95)'de ¢dziilmesi ve
buna 100 ml orto-fosforik asit (% 85 w/v)'in ilave edilip 1 It'ye seyreltilmesi
seklinde hazirlanmistir. Belirtegte bulunan kimyasallarin son konsantrasyonlari

% 0.01 (w/v) komazi mavisi, % 4.7 etanol ve % 8.5 fosforik asittir.

Protein tayininde standart egri hazirlamak i¢in son hacmi 100 pl olacak
sekilde 10-100 pg s1fir serum albiimini ( BSA) igeren bir seri tiip kullanilmistur.
Herbir tiipe 5 ml komazi belirteci ilave edilmis ve tiipiin igerigi vorteks-mikser
kullanilarak iyice karigtirilmigtir. 10 dakika sonra absorbans 595 nm'de, 100 pl
ilgili tampon ve 5 ml belirte¢ bulunan kore kargi okunmugtur. Protein igerigi
A5§5'e kars1 isaretlenmigtir. Bilinmeyen &rneklerin protein konsantrasyonu elde
edilen standart egri ( Sekil 2.1) kullanilarak belirlenmigtir, Pratikte, ¢alisilan her

enzim ekstrakt1 i¢in ayr1 standart egri hazirlanmustur.
2.2.7 Vmax ve Ky Degerlerinin Hesaplanmasi

Bu degerler Lineweaver-Burk grafigi cizilerek hesaplanmigtir. Bu grafik

Micheales-Menten denklemi kullanilarak ¢izilmektedir.

Vmax- [S]
[S]+ Kn

V =
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Bu Micheales-Menten denkleminin her iki tarafi da ters gevrilirse
asagidaki Lineweaver-Burk denklemi elde edilmektedir.

1 Km 1 1

. +
\ Vmax [S]  Vmax

Bu denklem, y = ax+b seklinde bir dogru denklemi gibi diisiniilmektedir

ve;
y=1/V
a=Kwm/ Vmax
x=1/[S]
b=1/Vmax
olmaktadir. Bu grafik ¢izildigi zaman yukarida belirtilen degerler
hesaplanabilmektedir.

Grafigin ¢izilmesi de, degigik konsantrasyonlarda hazirlanan substratin
bozunmas: ile meydana gelen reaksiyon hizlarimin belirlenerek grafige
aktarilmas: geklinde yapilmaktadir.  Substrat konsantrasyonunun tersi x
cksenine, reaksiyon hizinin tersi de y eksenine yazilarak bir grafik
olusturulmakta ve elde edilen bu grafigin denklemi ¢ikarilarak Vmax ve Km

degerleri hesaplanmaktadir [ Sekil 2.4].

Dihidropirimidinaz i¢in Vmax ve Ky degerlerinin hesaplanmasinda uygun
tamponda toplam 1 ml hacimli swrasiyla 1, 1.5, 2, 3 ve 4 mM substrat olacak
sekilde reaksiyon karigumlari hazirlanmig, herbir reaksiyon karigimina ayni
enzim Orneginden 100 pl ilave edilerek reaksiyonlar baglatilmigy ve bdliim
2.2.5'de belirtildigi gibi reaksiyon hizlar1 belirlenmistir. Bu arada herbir
substrat konsantrasyonu i¢in, substratin kendiliinden bozunmas: da kontrol
tlipleri hazirlanarak dikkate alinmig ve aradaki fark alinarak enzim aktivitesi
belirlenmigtir. 1/[S] x eksenine, 1/V de y eksenine yazilarak grafik
olusturulmugtur. Bu grafigin denkleminden yararlanilarak Vaax ve Ky degerleri
hesap edilmigtir. DHU ve DHT igin dihidropirimidinazin, Vmax ve Km

degerlerinin hesaplanmasinda kullanilmak iizere ¢izilen grafikler Sekil 3.3 ve

i Vmw@m&mm KURULY
n@m’@mwf@vwﬂ R
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Sekil 3.4'de goriilmektedir. Sekil 2.4'de bir Lineweaver-Burk grafigi ve ilgili
denklemi verilmigtir [2-5, 40].

1/V = (Kl Vi) 1/[S] H(1/ Vitar)

1/ VMax

-1/Km 1/§

P
<

Sekil 2.4 Lineweaver-Burk egrisi

2.2.8 Giivenilirlik

Biitiin deneylerin ayn1 kosullarda yapilmasina 6zen gosterilmistir. Her
bir asamada enzim aktivitesi ve protein tayini 4 $l¢limiin ortalamasi alinarak
yapilmustir. Siipheli durumlarda aksakliklar aragtirilarak deneyler tekrar edilmig
ve daha dogru sonuglar elde edilmeye g¢aligilmigtir. Tiim c¢aligmalarda saf su
kullanilmastur. Substratlarin  kendiliinden bozunmasi g6z Oniinde
bulundurularak, siirekli olarak taze hazirlanmig substrat ¢dzeltileri kullanilmig
ve hazirlanan g¢ozeltiler 4°C'de muhafaza edilmigtir. Enzimin denatiirasyonunu
minimum diizeye indirmek i¢in her zaman buzdolabinda 4°C'de tutulmustur.
Isiktan etkilenen diasetilmonoksim belirteci hazirlandiktan sonra devamli olarak
aliminyum folyo ile kapli bir kap igerisinde 4°C'de saklanmigtir Yaklagik
olarak 1 ay1 dolduran belirtegler atilarak yenileri hazirlanmigtir. Kullanilan cam

malzemelerin temizligine de azami derecede 6nem gosterilmistir.
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3 BULGULAR
3.1 Enzim Ekstraksiyonu ve Aktivite Tayini

Calismamizda kullanilan bitkilerden dihidropirimidinaz bSliim 2.2.1'de
izah edildigi sekilde ekstre edilmis, diyalizden sonra bdliim 2.2.5'de anlatildig:
yonteme gbre de aktivite tayini yapilmistir.  Pisum sativum ve Albizzia
Jjulibrissin'den elde edilen ham ekstraktaki enzimatik aktivite s1ras1yia 0.215 ve

0.025 nkatal/mg protein olarak belirlenmistir [ Cizelge 3.3 ve 3.4].
3.2 Isitma (Heat Treatment)

Proteinlerin, farkli sicakliklarda degigik siirelerde denatiire olduklar
bilinmektedir. Bu 8zellikten kismi saflagtirmada yararlanilmaktadir. Onemli

olan, istenilen proteinin ve aktivitesinin kaybedilmemesidir.

Caligmamizda bu iglemin temel iki kriteri olan uygun sicaklik ve siire,
deneme-yanilma yoluyla tespit edilmigtir. Ham ekstrakt drnekleri sirastyla 50,
55, 60 ve 65 °C'de 10'ar dakika 1sitmadan sonra enzim aktivitesi belirlenmistir.
Aktivite tayininden 6nce, 1sitilan ekstrakt Ornekleri 12000 g'de 10 dakika
santrifiij edilip, siipernatant 12 saat uygun tampona karsi bolim 2.2.1'de
belirtildigi sekilde diyaliz edilmigtir. Diyalizden sonra protein miktar1 ve
enzimatik aktivite tayinleri yapilarak en uygun sicaklik ve siire sirasiyla 60 °C

ve 10 dakika olarak tespit edilmistir [ Cizelge 3.1].
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Cizelge 3.1. Pisum sativum fidelerinden ekstre edilen dihidropirimidinazin farkl
sicakliklardaki aktiviteleri

Spesifik
Ham Protein Aktivite
Aktivite
Ekstrakt (mg/ml) (nkatal/ml/sn)
(nkatal/mg)
Isitilmamig 1.21 0.23 0.19
50 °C 10 dak. 1.09 0.31 0.28
55 °C 10 dak. 0.89 0.31 0.35
60 °C 10 dak. 0.76 0.33 0.43
65 °C 10 dak. 0.74 0.27 0.37

3.3 Amonyum Siilfatla Coktiirme

Saflagtirma basamaklar1 igerisinde en Onemli basamaklardan birisi de
amonyum siilfatla ¢Oktiirme (Salting Out) islemidir. Uygun miktarlarda
amonyum siilfat ekstrakta ilave edildiginde, belirli proteinlerin ¢Gktiirlilmesi

saglanmaktadir.

Caligmamizda ¢dktiirme aralii deneme-yanilma yoluyla tespit edilmistir.
Bu amagla herbir iglem sonunda enzimatik aktivite tayini yapilarak istenilen
cOktlirme araligi elde edilmistir. Buna gére DHPaz igin % 35-55 aralifinin en

uygun oldugu gorilmistiir [ Cizelge 3.2].
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Cizelge 3.2 Pisum sativum fidelerinden ekstre edilen dihidropirimidinazin amonyum

stilfatla ¢oktiirme araliinin belirlenmesi

Coktiirme Arab (%) Spesifik Aktivite
(nkatal/ml/sn)
0-25 0.11
0-30 0.12
25-50 1.49
30-60 1.20
50-75 0.6
60-80 0.1
75-100 0.05
25-35 0.06
35-45 0.42
45-55 0.47
55-65 0.06
35-55 1.72

3.4 Jel Filtrasyon

Jel filtrasyon kromatografisi Bolim 2.2.4'te anlatildify sekilde Sephadex
G-200'den hazirlanan kolona amonyum siilfatla ¢oktiiriilerek elde edilen enzim
Ornegi yiiklenerek gergeklestirilmistir.  Eluatlar 1.5 ml'lik santrifiij tiiplerinde
toplanip, tiiplerdeki protein varlig1 spektrofotometre ile 280 nm'de tespit edildikten
sonra herbir tlipte bulunan eluat i¢in dihidropirimidinaz aktivitesi de belirlenmistir.
Bu arada protein tayini de Bolim 2.2.6'da belirtildigi gibi Bradford (1976)
yOntemine goére yapilmustir. Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4'de goriildiigii gibi jel

filtrasyon kromatografisi ile de enzim belirli oranda saflagtirilmugtir.
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Cizelge 3.3 Albizzia julibrissin'den izole edilen dihidropirimidinazin saflagtirma

tablosu
Spesifik
Saflastirma Aktivite Protein Saflagtirma
Aktivite
Basamag nkatal/ml/sn | (mg/ml) Derecesi
nkatal/mg
Ham Ekstrakt 0.064 2.35 0.025 1
Isitma(Heat Treatment)
0.078 1.33 0.059 2
(60 °C 10 dk.)
Amonyum Siilfatla Coktiirme
1.29 4.89 0.264 10
(%35-55)
Jel Filtrasyon Kromatografisi 0.167 0.177 0.944 35

Cizelge 3.4 Pisum sativum'dan izole edilen dihidropirimidinazin saflagtirma

tablosu
Spesifik
Saflastirma Aktivite Protein Saflastirma
Aktivite
Basamag nkatal/ml/sn| (mg/ml) Derecesi
nkatal/mg
Ham Ekstrakt 0.26 1.3 0.215 1
Isitma (Heat Treatment)
0.35 1.07 0.327 2
(60 °C 10 dk.)
Amonyum Siilfatla Coktiirme
3.12 1.96 1.59 8
(%35-55)
Jel Filtrasyon Kromatografisi 0.32 0.042 7.62 38
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3.5 Optimum pH ve Sicakhk

Her enzim i¢in oldugu gibi dihidropirimidinazin da optimum pH ve
sicaklik dereceleri bulunmaktadir. Mevcut g¢alismada her iki substrat
(dihidrourasil ve dihidrotimin) varlifinda ayr1 ayri optimum pH degerleri ve
sicaklik dereceleri tespit edilmistir Buna gore optimum pH 9.5, optimum
sicaklik ise bir saatlik inkiibasyonda dihidrourasil ve dihidrotimin igin sirasiyla
60 °C ve 55 °C olarak belirlenmigtir [Sekil 3.1 ve 3.2].

—6—DHT —@—DHU

Sekil 3.1 Pisum sativum'dan amonyum siilfatla ¢oktiirillerek elde edilen

dihidropirimidinazin DHU ve DHT hidrolizasyonu igin optimum pH istegi
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Sekil 3.2 Pisum sativum'dan amonyum siilfatla ¢okturiilerek elde edilen

dihidropirimidinazin DHU ve DHT hidrolizasyonu igin optimum sicaklik istegi

3.6 V. ve Ky Degerleri

Dihidrourasil ve dihidrotimin igin Vmax ve Ky degerlerini hesaplamak
amaciyla degisik konsantrasyonlardaki substratlar 2.2.5'de belirtildigi sekilde
herbir reaksiyon karisimina ilave edilmig ve aym boélimde belirtildigi gibi
enzim aktivitesi tayin edilmistir. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk
grafigi ¢izilmis ve grafik denkleminden de Vg ve Ky degerleri hesaplanmigtir.
Sekil 3.3 ve Sekil 3.4'de goériildiign gibi enzimin maksimum hizi dihidrourasil
igin 2.51 nkatal/ml/sn, dihidrotimin igin 0.23 nkatal/ml/sn, Ky degerleri de
sirastyla 0.33 mM ve 0.44 mM olarak belirlenmistir. Buradan da enzimin
dihidrourasile olan afinitesinin daha yiksek ve maksimum hizinin da fazla

oldugu gorilmektedir.

Bunlarla ilgili hesaplamalar soyledir;
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DHU igin elde edilen denklem: y = 0.1264x+0.387

1/V = (Km/ VMax)x 1/[S]+ (1/ Vimax)

Vmax = 2.51 nkatal/ml/sn

Kpm=0.33 mM

DHT igin elde edilen denklem y = 1.926x + 4.4035

1/V = (Km/ Vmax)X 1/[S] + (1/ Vmax)
VMax = 0.23 nkatal/ml/sn

KM = (.44 mM
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Sekil 3.3 Pisum sativum'dan amonyum siilfatla goktiirilerek elde edilen

dihidropirimidinazin DHU hidrolizasyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 3.4 Pisum sativum'dan amonyum siilfatla ¢oktiirillerek elde edilen

dihidropirimidinazin DHT hidrolizasyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi

3.7 Stabilite

Dihidropirimidinazin oldukga stabil bir enzim oldugu bildirilmigtir
[26-31]. Calismalarimizda da Pisum sativum ve Albizzia julibrissin'den elde
edilen hem ham ekstraktta, hem de saflastirma asamalarinda enzimin stabilitesi
kontrol edilmigtir. Enzim saflagtirildik¢a stabilitesinin de arttifi agik bir
sekilde goralmektedir [Sekil 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8 . Ham ekstraktta DHPaz, kisa
bir siirede aktivitesini kaybetmesine ragmen amonyum silfatla g¢oktiiralerek

elde edilen 6rnekte enzim uzun siire aktivite gostermigtir.

Sekil 3.5'de gorildugu gibi Pisum sativum bitkisinin ham ekstraktinda
dihidropirimidinaz aktivitesi 15 ginde % 50 azalmig, 40 ginin sonunda da
aktivitesinin tamamimi kaybetmistir.  Ornekler siirekli Tris-HCl (pH 9.5)
tamponunda 4°C'de saklanmistir.  Aymt sartlar altinda amonyum siilfatla
coktirme sonucunda elde edilen enzim o6rnegi daha uzun siire aktivitesini

korumugtur. Bu asamada enzim aktivitesinin % 50'si 25 giinde kaybolmus, 75
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gin sonunda da baslangigtaki aktivitesinin %6's1 tespit edilmistir [Sekil 3.5 ve
Sekil 3.6].

Albizzia  julibrissin fidelerinden elde edilen dihidropirimidinazin
stabilitesinin daha dusik oldugu gorilmistiir. Ham ekstrakttaki
dihidropirimidinaz 13 giinde aktivitesinin % 50'sini kaybetmis, 30 giin sonra ise
hemen hemen hi¢ aktivite gorilmemistir. Amonyum  siilfatla ¢oktiirme
sonucunda elde edilen dihidropirimidinazin 18 giin sonra aktivitesinin % 50'sini
kaybettigi ve 40 gun sonunda ise aktivitesinin % 25'ini koruyabildigi tespit
edilmistir [ Sekil 3.7 ve Sekil 3.8].
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Giin sayis1
Sekil 3.5 Pisum sativum'dan izole edilen ham ekstrakttaki

dihidropirimidinaz aktivitesinin zamanla degisimi
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Sekil 3.6 Albizzia julibrissin'den izole edilen ham ekstrakttaki

dihidropirimidinaz aktivitesinin zamanla degigimi
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Sekil 3.7 Pisum sativum 'dan amonyum sulfatla ¢oktiiriilerek elde edilen

dihidropirimidinaz aktivitesinin zamanla degisimi
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Sekil 3.8 Albizzia julibrissin 'den amonyum sulfatla ¢oktiiriilerek elde edilen
dihidropirimidinaz aktivitesinin zamanla degigimi

3.8 Metal fyonlari

Caligmamizda metal iyonlarinin dihidropirimidinaz aktivitelerine etkileri
incelenmistir.  Bu amagla, degisik metal iyonlar1 toplam hacimde 1 mM
konsantrasyonda olacak sekilde bolim 2.2.5'te belirtilen reaksiyon karigimina
ilave edilmistir. Inkiibasyon sonunda en fazla inhibisyona AgNOs'in ( % 94),
sonra sirastyla HgCl, ( % 87), FeSO4 ( % 80) ve CoCl; ( % 24)'nin sebep oldugu
gorilmugtir. SnCl, % 18, MnSO4 % 14 oraninda aktivite artigina sebep
olurken, PbNOs;, ZnCl, ve NiCl,'nin enzim aktivitesine fazla etki etmedikleri

gorilmistur [Cizelge 3.4].
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Cizelge 3.5 Baz1 metal iyonlarinin dihidropirimidinazin aktivitesine etkileri

METAL MOLARITE  AKTIVITE

(mM) (%)
KONTROL -- 100
CoCl, 1 76
AgNO; 1 6
HgCl 1 13
CuSO4 1 93
FeSO4 1 20
SnCl, 1 118
MgCl, 1 109
MnSO4 1 114
PbNO; 1 103
ZnCl, 1 107
NiCl, 1 105
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4 TARTISMA VE SONUC

Pirimidin katabolik yolunda substratlarin hangi oranda katabolize
edilecegini diizenleme bakimindan kilit rolii oynadig: belirtilen dihidrourasil
dehidrogenaz [13-17]'dan sonra, dihidropirimidinierin hidrolizasyonunu
dihidropirimidinaz katalizlemektedir [10,18,24]. Bu enzimin karakterize
edilmesiyle ilgili bakterilerde, yliksek hayvanlarda ve insanda ¢ok sayida
¢aligma yapilmis olmasma ragmen [11, 25, 28-31], bitkilerde en detayli Mazus
ve Buchowicz (1968)'in karakterize etme ¢aligmasi goriilmektedir. Literatiire
gore, dihidropirimidinaz aktivitesi simdiye kadar saflagtiriilmadan sadece bitki
ham ekstraktlarinda tayin edilmigtir [41-43]. Ancak enzim aktivitesini ham
ekstraktta etkileyebilecek ¢ok sayida faktdriin bulunabilecegi dikkate
alindifinda, aktivite tayinlerinin daha hassas yapilabilmesi igin enzimin kismen
de olsa saflastiriimasinin Snemi anlagilmaktadir, Ozellikle bazi leguminosae
tiirlerinde kimyasal detoksifikasyonun gergeklesmesinde 6nemli rol oynadigi
ileri siiriilen [44] dihidropirimidinaz, Pisum sativum ve Albizzia julibrissin'den

ayr1 ayri izole edilip saflagtirilmig ve karakterize edilmigtir.

Hemen hemen her enzimin aktivite tayini igin farkli metotlar
gelistirildigi gibi, bu zamana kadar da dihidropirimidinazin aktivitesini
belirlemek amaciyla birkag degisik yontem kullanilmigtir [24, 32]. Karbamoil
bilesiklerinin kolorimetrik tayini ile ilgili bir metot Prescott ve Jones (1969)
tarafindan gelistirilmig, daha sonra da aym metot West ve arkadaglar1 (1982)
tarafindan modifiye edilmigtir. Ancak bu metot dihidropirimidinazin aktivite tayini
amaciyla ilk kez Turan (1995) tarafindan degisiklikler yapilarak kullanilmaigtir.
Bu metodun dihidropirimidinaz katalizérliigiiyle meydana gelen karbamoil
bilesiklerinin tayininde de en hassas, tekrarlanabilir, kullanimi kolay ve
dogrusal standart egriler verebilen bir metot oldugu, Turan (1995) tarafindan
bildirilmigtir. Caligmamizda da dihidropirimidinazin aktivitesi, dihidrourasil ve

dihidrotiminin hidrolizasyonu ile meydana gelen N-karbamoil bilegiklerinin
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kolorimetrik tayin metodu ile belirlenmigtir. Turan (1995) tarafindan kullanilan
bu metot, béliim 2.2.5'te belirtildigi gibi ¢aligmamizda hassasiyetin daha da
artirilmasi i¢in, denemeler sonucu bazi degisiklikler yapilarak kullanilmugtir.
Ayrica ham ekstrakttaki dihidropirimidinazin aktivite tayini yapildiginda,
diyaliz 6ncesi ve sonrasi enzim aktiviteleri arasinda Snemli farklarin oldugu
goriilmiistiir. Aktivite tayininde k6re de ham enzim ekstrakt: ilave edildiginden
(Bélim 2.2.5), diyaliz edilmemis ham ekstraktta bulunabilecegi diigiiniilen
karbamoil bilesiklerinin kdrde olusturdugu renk, aktivitenin belirlenmesinde
hassasiyeti azaltmgtur. Bu nedenle, ham ekstrakttaki aktivite tayini,

hassasiyetin artirilmasi i¢in diyalizden sonra yapilmigtir (BSliim 2.2.1).

Enzimin her iki bitkiden de ekstraksiyonunda Tris-HC] tamponu (pH 9.5)
kullanilmgtur, Bu tamponun 25°C'deki pKa degeri 8.06 olup [45],
dihidropirimidinazin optimum pH's1 olan 9.5 degerinin, ekstraksiyon sirasinda
ve sonraki agamalarda, korunmasi ig¢in uygun bulunmustur. Ekstraksiyon
islemleri literatiire gére degisik galigmalarda sonikasyon ve blender ile yapilmig
olmasmna ragmen [2,11, 28-31], ¢aligmamizda bsliim 2.2.1'de belirtildigi gibi
havan ve havaneli kullanilarak, enzimin denatiire olma riskini azaltma
bakimindan yavas bir sekilde yapilmigtir. Ekstraksiyon ve diger basamaklarin

tiimii, maksimum enzim aktivitesi elde edilebilmesi i¢in 4°C'de yapilmustir.

Bakteri ve  hayvansal  organizmalardan  dihidropirimidinazin
saflastirilmasinda uygulanip [11, 28-31] bitkilerden izolasyonda daha 6nce
denenmeyen bazi yOntemler, bu ¢alismada kullanilmistir. Bunlardan, bdliim
2.2.2'de belirtildigi sekilde 1sitma ile total protein miktari azalarak enzimin
spesifik aktivitesinin arttif1 gériilmiigtiir. Ayrica isitma sonucunda, literatiirde

rastlanmadi81 halde, enzimin aktivitesinin de arttig1 belirlenmistir [Cizelge 3.2].

Enzimleri nétral tuzlarla ¢Oktiirme, saflagtirma asamalarindan birisi
olarak, siklikla kullanilmaktadir. Bu islemde, yiiksek tuz konsantrasyonunda
hidratasyon suyunun protein molekiiliinden uzaklagtirildigi ve boylece
¢Ozilinlirliigiin azalarak ¢Okelmenin gerceklestigi belirtilmektedir [1]. Degisik

organizmalardaki dihidropirimidinaz igin farkli ¢tkelme araliklar1 rapor
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edilmigtir [25-31]. Calismamizda da amonyum siilfat kullanilarak
dihidropirimidinazin maksimum ¢okelme araligi belirlenmigtir [ Cizelge 3.2].
Buna gére her iki bitkiden de % 35-55 aralifinda ¢Sktiirlilen dihidropirimidinaz
aktivitesinin maksimum diizeyde oldugu goriilmiigtiir. Bu aralikta ¢dkelmeyen
proteinler uzaklagtirilarak enzim kismen saflagtirilmis ve konsantre edilmistir.
Bu islemin gergeklestirilmesi, bir sonraki agama olan jel filtrasyon
kromatografisinde daha yiiksek verim alinabilmesi bakimindan, &nemli

goriilmektedir [2].

Saflagtirilma iglemlerinde en yiiksek saflagtirma derecesinin kolon
kromatografisi ile elde edildigi bilinmektedir. Bu g¢aligmada da molekiil
biliyiikliifline gore ayirma yapmak amaciyla jel filtrasyon kromatografisi
uygulanmis ve diger basamaklara oranla daha fazla saflagtirma derecesi elde
edilmigtir [ Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4]. Mazus ve Buchowicz (1968)'e gére
Sephadex G-100 ile hazirlanan jel kullanilarak 13 kat saflagtirma elde
edilebilmesine ragmen, ¢alismamizda Pisum sativum'dan elde edilen enzim 30
kat saflagtirilmigtir. Ayrica Albizzia julibrissin'deki saflagtirma da 25 kat olarak
gerceklestirilmigtir. Buradan da kullandigimiz y6ntemin ayirmada daha da

etkili oldugu gdriilmiistiir,

Dihidropirimidinazin stabilitesinin yiiksek oldugu simdiye kadar yapilan
caligmalarda belirtilmigtir  [25-31]. Mazus ve Buchowicz (1968),
dietanolamino-asetat tamponunda (pH 10) ham ekstraktta enzimin 2°C'de 60
giinde aktivitesinin % 50'sini korudugunu belirtmistir. Brooks (1983) ise sifir
karacigerinden izole edilen enzimin yine benzer sekilde 60 giinde % 50 oraninda
aktivitesini kaybettigini rapor etmistir. Diger ¢caligmalarda da bu verilere yakm
sonuglarin elde edildigi goriilmektedir [28-30]. Calismamizda ise iki bitki tiirii
icin hem ham ekstraktta hem de amonyum siilfatla g¢Oktliriilerek elde edilen
Orneklerde stabilite kontrol edilmigtir. Buna gore Pisum sativum'dan izole
edilen ham ekstraktta dihidropirimidinaz Tris-HC! tamponunda (pH 9.5) 4°C'de
15 giinde, Albizzia julibrissin'deki ise 13 giinde aktivitesinin % 50'sini
kaybetmigtir. Ayni 6rneklerdeki dihidropirimidinaz Pisum sativum'da 40 giin,

Albizzia julibrissin'de ise 30 giinde aktivitesinin tamamini kaybetmistir.
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Amonyum siilfatla ¢oktiiriilmiis 6rneklerdeki dihidropirimidinazin ise daha
stabil oldugu goériilmiigtiir. Pisum sativum'dan izole edilen amonyum siilfatla
¢Oktiiriilmiis dihidropirimidinazin 25 giinde, Albizzia julibrissin'dekinin ise 18
ginde aktivitesinin % 50'sini kaybettigi belirlenmigtir [Sekil 3.5, 3.6, 3.7 ve
Sekil 3.8]. Enzimlerin saflagtirilmas: ve nitelendirilmesi ile ilgili olarak yapilan
bir ¢ok c¢aligmada [25-31] belirtildigi gibi, enzimlerin saflastirildikca
stabilitelerinin artmasi &zelliginin, ¢aligmamizda elde edilen bu verilerle de

desteklendigi goriilmektedir.

Her enzim igin oldugu gibi dihidropirimidinaz i¢in de 6nemli kinetik
degerler olan Vmax ve Ky degerleri de hesaplanmis ve sonuglarin daha Snceki
caligmalarda elde edilen verilere uygunluk gosterdigi goriilmiistiir. Mazus ve
Buchowicz (1968)'e gore Ky degerleri, DHU igin 5.6 mM, DHT i¢in 5.9 mM
olarak hesaplanmigtir. Kikugava (1994)'ya gre Ku degeri, DHU igin 0.019 mM,
DHT i¢in 0.026 mM olarak belirlenmigtir. Kautz (1989) ise Ky degerini, DHU
icin 0.025 mM, DHT ig¢in 0.085 mM olarak tespit etmigtir. Diger ¢aligmalarda
da bu degerlere yakin sonuglar elde edilmistir [29, 31, 32]. Buna gdre, genel
olarak DHU i¢in elde edilen Ky degerlerinin DHT igin elde edilen Km
degerlerinden daha diigiik oldugu goriilmektedir. Bu da, dihidropirimidinazin,
DHU'e olan afinitesinin DHT'e g&re daha yiiksek oldugunu gdstermektedir.
Caligmamizda da benzer sonuglar elde edilmisgtir. DHU i¢in Ky degeri 0,33
mM, DHT igin ise 0,44 mM olarak hesaplanmigtir. Vmax degerleri de DHU igin
2,51 nkatal/ml/sn ve DHT igin 0,23 nkatal/ml/sn olarak belirlenmistir. Ancak
dihidropirimidinazin sadece DHU ve DHT igin spesifik olmadiklari, ayrica
5-aminourasil, 5-iyodourasil 5-florourasil ve hidantoin gibi bir ¢ok substrati da

hidrolize ettigi bildirilmistir [28-31, 42, 43, 46, 47].

Ayrica Pisum sativum'dan izole edilen enzimin A4/bizzia julibrissin'den elde
edilene gore ¢ok daha aktif oldugu tespit edilmigtir [Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4].
Bu durum Turan (1995) tarafindan Albizzia julibrissin igin dihidrourasil yerine
5-aminodihidrourasilin 6ncelikli substrati oldugu seklinde bildirilmistir. Bu
bitkide 5-aminodihidrourasilin = dihidropirimidinaz  tarafindan  hidrolize

edilmesiyle, albizzin denilen non-protein aminoasit agiga ¢ikmakta ve bitkinin
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farkli kisimlarinda depolanmaktadir. Bu sekilde de yiiksek konsantrasyonlarda
bitkiler igin toksik olabilecegi belirtilen urasilin, toksik olmayan molekiillere
doniistiiriilerek detoksifikasyon mekanizmasinin igledigi rapor edilmistir [ 44].
Buna gére calismamizda elde edilen veriler Turan [42, 43]'n bulgulariyla

uyumluluk géstermektedir.

DHPazin her iki substrat (DHU ve DHT) igin optimum pH degerleri de
tespit edilmis ve her ikisi i¢in de optimum pH degerinin 9.5 oldugu goriilmiistiir.
Daha once yapilan ¢aligmalarda da bu optimum pH degeri veya buna yakin
sonuglarin  elde edildigi bildirilmigtir {22-31]. Bu sonuglara gore
dihidropirimidinazin bazik ortamda daha etkili bir enzim oldugunu sdylemek
miimkiin olmaktadir. Mazus ve Buchowicz (1968)'e gbre de optimum pH 9.5

olarak belirlenmigtir.

Bu c¢aligmada dihidropirimidinazin optimum sicaklik degeri de her iki
substrat (DHU, DHT) igin tespit edilmistir. Bir saatlik inkiibasyonda optimum
sicaklik degeri DHU i¢in 60 °C, DHT i¢in ise 55 °C olarak belirlenmistir.
Mazus-Buchowicz (1968)'e gére de optimum sicaklik degeri DHU ve DHT igin
70 °C’dir. Bu sonuglara gore de dihidropirimidinazin yiiksek sicakliklara

dayanikli oldugu goriilmektedir.

Enzimlerin nitelendirilmesinde enzim aktivitesine etki eden maddelerin
tespit edilmesinin de 6nemli oldugu bilinmektedir. Bununla ilgili olarak da
1 mM konsantrasyonda bazi metal iyonlarinin dihidropirimidinazi nasil
etkiledigi incelenmigtir  Hemen hemen her enzimi inhibe ettigi gibi
dihidropirimidinaza da AgNO; ve HgCly'nin 6nemli oranda inhibe ettigi
gbzlenmigtir. Dihidropirimidinaz ile ilgili Mazus ve Buchowicz (1968) ve diger
bir ¢ok galigmada yer almayan FeSQ4’iin dihidropirimidinaz aktivitesini 6nemli
derecede azalttigi goriilmiistiir. Mazus ve Buchowicz (1968) CuSO4'iin DHPaz
aktivitesini az miktarda artirdifini belirtmigtir.  Ancak mevcut g¢aligmada
yapilan deneylerle CuSO.'lin az miktarda DHPaz1 inhibe ettigi gOriilmiistiir.
Ayni sekilde CoCly'nin DHPazi Mazus ve Buchowicz (1968)'e gére artirdigi

belirtilirken, bu ¢aligmada % 25 oraninda inhibe ettigi belirlenmigtir. Burada
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ilging sonuglardan birisi de enzimleri bilylik oranda inhibe ettikleri belirtilen
PbNO3;, DHPaz1 inhibe etmemis hatta az bir miktarda (%1) aktiviteyi artirmugtir.
SnCl,, MgClz, MnSO4, ZnCl,, PbNO;s ve NiCl, DHPazin aktivitesini bir miktar
artirirken, bu metal iyonlarinin igerisinde en ¢ok aktiviteyi arttiranin SnCl,

oldugu tespit edilmistir [ Cizelge 3.4].
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