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OZET

BiTKi GELiSiM DUZENLEYICIiLERINiN ANTiOKSiDAN ENZiMLER
UZERINDEKI ETKIiSINiN ARASTIRILMASI

[Iknur PEKTAS
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
(Yiiksek Lisans Tezi/ Tez Damismani: Dog. Dr. Serap DOGAN)
Balikesir 2009

Bu calismada bitki gelisim diizenleyicisi olan mepiquat kloriir, B-
naftalooksiasetik asit ve giberellik asitin glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon s-transferaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz
enzim aktiviteleri tizerine etkiler arastirilmistir. Deneyler spektrofotometrik olarak
gerceklestirildi. Calisma sonucunda: i. bitki gelisim diizenleyici maddelerin
antioksidan enzimler {izerinde inhibitor olarak hareket ettigi, ii. inhibitorlerin
inhibisyon giiciiniin enzimler i¢in farklilik gosterdigi, iii. glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz,
katalaz ve siiperoksit dismutaz antioksidan enzimleri icin en etkin inhibitorlerin
sirastyla giberellik asit, giberellik asit, B-naftalooksiasetik asit, giberellik asit, -
naftalooksiasetik asit ve P-naftalooksiasetik asit oldugu, ve iv. bu ¢alismada elde
edilen degerler literatirde metal iyonlar1 icin elde edilmis Isy degerleri ile

kiyaslandiginda BGD’lerin oldukga giiclii inhibitérler olduklart bulundu.

ANAHTAR SOZCUKLER: Bitki Gelisim Diizenleyicileri / Antioksidan

enzimler

il



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF THE PLANT GROWTH
REGULATORS ON THE ANTIOXIDANT ENZYMES

[Iknur PEKTAS
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Master Thesis/ Supervisor: Associate.Prof. Dr. Serap DOGAN)
Balikesir, 2009

In this study, the effects of plant growth regulators such as mepiquat chloride,
B-naphthoxyacetic acid and giberellic acid on the antioxidant enzyme activites of
glucose-6-phosphate dehydrogenase, glutathione peroxidase, glutathione reductase,
glutathione s-transferase, cakalase and superoxide dismutase were investigated. The
experiments were made spectrophotometically. From the results, it was obtained that
i. the plant growth regulators behaved as an inhibitor on the antioxidant enzymes; ii.
the inhibition power of plant growth regulators was different from enzyme to
enzyme; iii. the most power inhibitor for glucose-6-phosphate dehydrogenase,
glutathione peroxidase, glutathione reductase, glutathione s-transferase, cakalase and
superoxide dismutase antioxidant enzymes were giberellic acid, giberellic acid, [3-
naphthoxyacetic acid, giberellic acid, B-naphthoxyacetic acid and B-naphthoxyacetic
acid, respectively; and iv. when our I5y values compared with the results of metal

ions in literature, plant growth regulators were more inhibitors than the metal ions.

KEY WORDS: Plant growth regulators / Antioxidant Enzymes

iii
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1. GIRIS
1.1 Bitki Gelisim Diizenleyicileri (BGD)

Dogal olarak bitkiler tarafindan olusturulan ya da bitkiye disaridan verilen,
biiylime ile buna bagli diger fizyolojik hareketleri kontrol eden ve olustuklar1 yerden
bitkinin bagka yerlerine tasinabilen, ¢cok az miktarda bile etkilerini gosterebilen
organik maddelere “Bitki Gelisim Diizenleyicileri (BGD)” ad1 verilir. BGD’ler, bitki
biinyesinde tretildikleri gibi, sentetik olarak da elde edilebilirler. Bir kismu,
bitkilerde uyarici veya tegvik edici etki gésteren BGD’lerin, bir kismi da, biiyiimeyi
kisitlayici veya yavaslatici hatta durdurucu etki gosterirler. Gelismeyi tesvik edici ve
engelleyici maddeleri birbirinden kesin simirlarla ayirmak pek miimkiin degildir.
Ciinkii BGD’ler bitki biiyiimesinin degisik devrelerinde ve degisik bitki organlarina
degisik konsantrasyonlarda uygulandiklarinda farkli etkiler gosterebilmektedirler

[1,2].

1.2 Bitki Gelisim Diizenleyicilerinin Gruplandirilmasi ve Genel Ozellikleri

Dogal BGD’ler genel olarak 5 grupta incelenebilir. Bunlar:

e  QOksinler,

e Sitokininler,

e Gibberellinler,

e Dorminler (Absissik asit) ve

¢ Etilen grubudur.

Bunlardan oksinler, sitokininler ve gibberellinler tesvik ediciler; dorminler ve

etilen ise engelleyiciler olarak gruplandirilabilir [3].



1.2.1 Oksinler

Bitkilerde biiytime ve gelismeyi etkileyen en 6énemli gruptur. Oksinin yapisi
Sekil 1.1’de verilmektedir. Bitkinin gelismesini diger BGD'lerle birlikte
gergeklestirir. Bitki kokiinde dogal olarak az bulunur. Bitkinin boyca bilylimesini ve
giinese yoOnelmesini saglar.  Hiicre boliinmesi, biiyiimesi, hiicre ve doku
farklilagsmasin1 diizenler. Cok fazla salgilandiginda veya suni olanlarin fazla
uygulanmasi halinde bilylimeyi durdurur. Az salgilandiginda yapraklar dokiilmeye
baslar. Meyve vermede etkindir. Dollenmis cicegin dokiilmesini engeller.
Ovaryumun gelismesini ve cekirdeksiz meyve olusumunu saglar. ilkbaharda
kambiyum gelisimini diizenler. Suni elde edilen oksinler genelde yabanci otlarin yok

edilmesinde kullanilir [1,4].

CH,—COOH

Sekil 1.1 Oksinin yapist

Oksinler, dogal ve sentetik kaynakli olmak iizere iki genel siifa ayrilirlar.
Dogal oksinler, indol-3-asetik asit (IAA), 4-kloro-indol asetik asit ve fenil asetik
asittir. ~ Sentetik oksinler ise naftalen asetik asit ((NAA), P-naftoksiasetik asit
(BNOA), indolbutirik asit (IBA), 3-klorofenoksipropionamit (3-CPA), 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 2,4,5-triklorofenoksiasetik asit (2,4,5-T) ve 2-
(2.,4,5-triklorofenoksi)propionik asit (2,4,5-TP)’dir [3-5].

1.2.2 Giberellinler
Gibberellinler de oksinler gibi hiicre biiylime ve boliinmelerini arttirarak boy

uzamasim saglarlar.  Giberellinlerin yapis1 asagida Sekil 1.2’de verilmektedir.

Gibberellinlerce zengin bitkilerin bogum aralar1 uzundur. Gibberellinler, oksinlere



gore 1518a daha az duyarh olup yiiksek dozlardaki uygulamalarda daha az depresif

etki gosterirler.

CH; COOH CH,
Sekil 1.2 Giberellinin yapisi

Gibberellinlerin, tohumlarin dinlenme veya uyku halini yani dormansiyi
kirarak ¢imlenmeyi tesvik ettikleri bilinmektedir. Bitkisel organlardaki dormansinin
sona ermesi, gibberellin miktarindaki artig ile orantili olmaktadir. Giberellinlerin
oksinler gibi partenokarpik meyve olusumunu artirdiklar1 hatta bazen daha etkin
olduklart bilinmektedir. Gibberellinler meyve gelisiminin ilk safthasinda etkili olup

tiim meyve ile degil, organ gelisimi ile daha iyi bir iliski gosterirler [3,5].

1.2.3 Sitokininler

Sitokininler, diger hormonlarin aksine, hem bitkilerde hem de hayvanlarda
bulunur. Sitokininin yapis1 Sekil 1.3’de gosterilmektedir. Hiicre boliinmesini tesvik
eder ve doku kiiltiiriinden bitki gelistirmek icin kullanilan steril ortamlarda yer alir.
Tomurcuk gelismesi ve yapraklarin ge¢ dokiilmesinde etkili olurlar. Bazi dogal ve

sentetik sitokininler: zeatin, kinetin, benziladenindir [1].



Sekil 1.3 Sitokininin yapisi

1.2.4 Etilen

Basit bir bilesik olan etilenin (C,Hy) bitkinin kendisi tarafindan iiretilen gaz
formunda yiiksek etkili bir BGD oldugu 50 yildan beri bilinmektedir. Etilenin yapisi
Sekil 1.4’de verilmektedir. Etilen tiim dokularda iiretilebilmektedir. Etilen sentezi

bircok ¢evre faktoriine bagl olarak artabilir [3].

Sekil 1.4 Etilenin yapist

Etilen bitkilerde tohumun ¢imlenmesini, tomurcuk gelismesini ve meyvenin
olgunlagmasimi saglar. Olgunlasmayi ilerletir, yaprak dokiimiine neden olur. Bitki
stres durumunda etilen olusturmay1 arttirir ve bitkide en ¢ok etilen, bitki dmriiniin
son asamasinda bulunur. Sonbaharda yaprak dokularinda saptanan etilen artisi

yaprak dokiimiiniin bir nedenidir [1].



1.2.5 Absisik Asit (ABA) (Dorminler)

Bitki gelisiminin diizenlenmesinde dogal biiyiime diizenleyici maddelerinin
yaninda zit yonde etki eden engelleyici dogal maddelerde bulunmaktadir. Bunlarin
en onemlisi absisik asittir. Absisik asidin yapist Sekil 1.5’de verilmektedir. Biiyiime
ve gelisme ancak bilyiimeyi tesvik edicilerle ABA’nin uygun oranlarda bulunmalar
ile belli boyutlara ulasabilir. Biiylime ve gelisme doneminde biiyliimeyi tegvik eden
maddeler, bitkide hakim iken olgunlagma veya bilylimenin sonuna dogru absissik asit

hakim duruma ge¢gmekte ve bilyiime kontrol altina alinmaktadir [2,4].

CH; CH; CHs
- \ \
~ OH
O/ COOH
CH;

Sekil 1.5 Absisik asidin yapisi

Absissik asit bitkinin dinlenme fazina girisinden sorumlu bir diizenleyici
olup, uyku halini (dormansi) tesvik eder ve tohumun cimlenmesini engeller. Yaprak,
cicek ve meyve dokiilmesini geciktirir ve stomalarin kapanmasina neden olur.
Yiiksek konsantrasyonda bu ozelligi ile ABA kurak donemlerde hiicreleri korur.
Malahit hidrazad (MH) uygulamalar ile patates ve soganda siirgiin verme engellenir

[1,5,6].

1.3 Tiirkiye ve Diinyada BGD Kullanin

Bitki Gelisim Diizenleyicilerinin varligina iligkin ilk bilgiler 19. yiizyilin
sonlarina dayanmaktadir. Bu donemde 40-50 yillik siire i¢inde, bitki fizyolojisi
konularinda yapilan calismalar, BGD'lerin bitki biiyiime ve gelismesindeki rollerini
ortaya koymustur. Bu calismalarin sonucglarina goére, BGD'lerin bitkisel tiretimde
kullanilmasi verimi arttirmakta, iirtinde kaliteyi ylikseltmekte, bitkilerin hastalik ve

zararhilara karst dayanikliligmi arttirmakta ve daha iyi depolama imkanlar



saglayarak, iirlinlerin ihracat sansin1 artirmaktadir. Bu nedenle BGD’ler iilkemizde

ve tiim diinya iilkelerinde kullanmilmaktadir [1,2,7].

Ulkemizde BGD kullanimi cesitli sorunlardan dolay1 yeterince yaygin
degildir. Ancak belli alanlarda yine de basariyla kullanilmaktadir. Bu alanlarin
baginda ortii altt sebzeciligi gelmektedir.  Ozellikle domates ve patlicanda
partenokarpik meyve tutumunu saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu amacla eskiden 2,4-D kullanilmaktaydi. Ancak bu BGD'nin insan sagligina
zararli oldugu iddialar1 sebebiyle yasaklanmis ve yerine 4-CPA ve BNOA
kullanilmasi tavsiye edilmistir. BGD’lerinden bir digeri olan etilende muz, limon
gibi meyvelerin sarartilmasi ve diger bircok meyvenin erken olgunlastirilmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Gelisen pazar isteklerine bagli olarak hizli bir sekilde
olgunlastirilan ve piyasaya siiriilen meyve ve sebzeler bugiin oldukca yaygindir.
Ulkemizde hemen hemen en yaygin kullamlan bir diger BGD ise giberellik asit
(GA)'tir. Zira kirazdan iiziime, elmadan siis bitkilerine kadar genis bir bi¢cimde
kullanim alanm bulmustur. Genellikle iiziimde, ¢ekirdeksizligi tesvik ve meyve ve
salkim biiyiikligiinii arirmak amaciyla; kirazda, biiyiikk ve sert meyve elde etmek
icin; diger baz1 meyvelerde (elma, armut vs.) daha iri meyve elde etmek icin ve siis
bitkilerinde daha erken ve homojen ¢icek agmasini saglamak amaciyla giberellik asit
kullanilmaktadir. Kullanim alanlarindan biri de 6zellikle fidan iiretimi ile ilgilenen
yetistiriciler ~ tarafindan celikle koklendirmeyi saglamak amaciyla IBA
kullanilmasidir. Bircok meyvenin c¢elikleri IBA muamelesine tabi tutulduklarinda
daha hizl1 koklenmektedir. Bunlarin yaninda kiigiik caph c¢esitli uygulamalarin da
oldugu muhakkaktir [3,7,8].

1.4 Enzimler

Enzimler, metabolizma reaksiyonlarinin pek cogunu hizlandiran protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Her katalizor gibi enzimler de bir tepkimenin
aktivasyon enerjisini (E, veya AG®) azaltarak calisir ve bdylece tepkime hizim
carpici sekilde arttirir. Cogu enzim tepkimesi, ona karsilik gelen ve katalizlenmeyen
tepkimeden milyonlarca kere daha hizhidir. Diger katalizorler gibi enzimler de

katalizledikleri tepkime sonucunda tilkenmez ve bu tepkimelerin dengesini
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degistirmez. Ancak, diger cogu katalizorden farkli olarak enzimler c¢ok daha
ozgildiir (spesifiktir). Enzimlerin 4000'den fazla biyokimyasal tepkimeyi

katalizledigi bilinmektedir.

1.5 Enzimatik Antioksidanlar

Aerobik organizmalarda, aerobik solunum ve substrat oksidasyonu sonucu
olusan Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT), antioksidan enzim sistemleri ile detoksifiye
edilirler. Hidroksi radikalleri (HO"), superoksit anyonlar1 (O,) ve hidrojen peroksit
(H20,)’in dahil oldugu ROT un kii¢iik miktarlar1 aerobik organizmalarda i¢ ve dig
stimuluslara kars1 sabit olarak iiretilirler. Diisiik konsantrasyonlarda ROT, hiicre
farklilagsmasinda rol oynayan hiicre i¢i sinyal iletimi, hiicre biiyiimesinin durmas,
apoptozis, bagisiklik sistemi ve mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel etkiler gibi
bir ¢cok biyokimyasal islemde rol oynamasina ragmen, yiiksek konsantrasyonlarda
yada yetersiz detoksifikasyonlarinda ciddi metabolik fonksiyon bozukluguna ve

biyolojik makromolekiillerin hasarina yol acan oksidatif strese neden olur [9-11].

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olmak {izere iki grup altinda
toplanirlar. Enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST)
ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD); non-enzimatik antioksidanlar ise vitamin E
(tokoferoller), vitamin C (askorbik asit), vitamin A (B-karoten), selenyum, transferin,
laktoferrin, iirik asit, glukoz, askorbat, albumin, bilirubin ve seruloplazmindir.

Antioksidanlar siklikla intraselliiler bazen de ekstraselliiler olabilirler.[10,12-14].

1.5.1 Gukoz 6-fosfat Dehidrogenaz

Glukoz  6-fosfat  dehidrogenaz  (D-glucose  6-phosphate: ~NADP"
oxidoreductase, EC 1.1.1.49; G6PD), heksoz mono fosfat yolunun ilk basamagini
katalizleyen kilit bir enzimdir. G6PD’nin iki alt monomeri olup, her biri 515

aminoasit icerir. Her bir monomerin molekiil agirligi yaklasik olarak 59 000

daltondur. Aktif enzim, dimer seklinde olup NADP’ye sikica baglidir. NADP’ye



bagh tetramer veya hekzamer yapilarin da oldugu ve tetramer yapidakilerin de

enzimatik olarak aktif oldugu goriilmiistiir.

Normal eritrositte, siirekli olarak glukozun %90’1 aerobik glikolizle
yikilirken, %10’u heksoz monofosfat (HMP) yolu ile metabolize edilir ve NADPH
elde edilmis olur. HMP yolunun aktivitesi oksidatif stres durumunda belirgin bir
sekilde artmaktadir. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, heksoz monofosfat (HMP)
yolunun ilk basamagim katalizleyen kilit bir enzimdir. Eritrositlerde NADPH
olusumu i¢in tek kaynak heksoz monofosfat metabolik yolu olup, G6PD eksikliginde
NADPH iiretimi 6énemli 6lciide azalir. NADPH nin eritrositlerdeki en énemli rolii
oksitlenmis glutatyonu (GSSG) indirgenmis glutatyon (GSH) haline doniistiirmektir.
Bu reaksiyon glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenir. Reaksiyon basamaklari
Sekil 1.6’da goriilmektedir. Glutatyonun indirgenmis formu (GSH), serbest tiol
grubu iceren bir tripeptittir (g-glutamil sisteinil glisin).  Serbest tiol grubu,
hemoglobin ve eritrosit proteinlerini indirgenmis halde tutarak siilthidril tamponu
gorevi goriir; aym zamanda H,O, ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek

detoksifikasyon olaylarinda rol alir [15].

1.5.2 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidazin, selenyum (Se)-bagimli (GSH-Px, EC 1.11.1.19) ve
Se-bagimsiz (glutatyon-S-transferaz, GST, EC 2.5.1.18) olmak {iizere iki izoformu
vardir. Bu iki enzimin alt {inite sayilar1 ve katalitik mekanizmalar1 farklidir.
Glutatyon mekanizmasi ¢ok ©Onemli antioksidatif savunma mekanizmalarindan
biridir. GSH-Px karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta ise
diisiik diizeyde aktivite gosterir.  Asirt diizeylerde H,O, varliginda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid) doniisiimiinii
katalize eder. Bu arada H,0, (hidrojen peroksit) de suya doniistiiriilerek detoksifiye

olur.

(ROOH)H,0, +2GSH — GSSG+2H,0 (ROH) (1.1)
(ROOH)+2GSH — GSSG+ROH+H,0O (1.2)



GST, glutatyonun tiyol (-SH) gruplan ile alkilasyon ajanlarinin reaksiyonunu
kataliz ederek onlarin elektrofilik alanlarim1 yok eder. Basta arasidonik asit ve
linoleat hidroksiperoksitleri olmak iizere lipit hidroksiperoksitlere (ROOH) karsi

GST’lar bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler [16,17].

HMP YOLAGI GLUTATYON YOLAGI
Glukoz Glutamik asid + sistein
Glukoz-6 fosfat v-glutamil-sistein
Glukoz-6- fosfat Glisin
dehidrogenaz
NADP GSH
@ % )
H,O
NADPH GSSG

Ribuloz-5 fosfat

Sekil 1.6 HMP ve Glutatyon yolag1

1.5.3 Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi

sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

doniisiimiinii katalize eder [18].



GSSG + NADPH — 2GSH + NADP (1.3)

Glutatyon rediiktazin kaliimi, otozomal dominanttir ve 8. kromozom
tizerindedir. Glutatyon peroksidaz ile benzer doku dagilimi gosterir. Glutatyon
rediiktaz, flavin adenin diniikleotid (FAD) icerir;, NADPH’tan bir elektronun
GSSG’nin disiilfiild baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH serbest

radikal hasarina kars1 gereklidir ve ana kaynagi pentoz fosfat yoludur [19].

1.5.4 Glutatyon S-Transferazlar (GST)

Glutatyon S-transferazlar (GST), EC 2.5.1.18 kodlu ve her biri iki alt
birimden olusmus bir enzim ailesidir. GST, basta aragidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px
aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar. GST’lar
katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem
detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici baglayict ve tasiyici rolleri vardir.
GST'lar, karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara iiriinlere
doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniisiimiinii
katalizlerler. Serum GST konsantrasyon tayininin, aminotransferazlardan (AST ve

ALT) daha duyarl bir hepatoselliiler hasar indeksi sagladigi gosterilmistir [18].

1.5.5 Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6) bitki, hayvan ve aerobik bakterilerde bulunan ve
hidrojen peroksitin (H,O;), su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir
enzimdir. Esas olarak peroksizomlarda lokalizedir ve yapisinda 4 adet hem molekiili
bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositler, katalazin en yiiksek aktiviteye
sahip oldugu organlardir. Katalaz, hiicreyi respiratuvar patlamalara kars1 da
koruyucu olarak hizmet eder. Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksitin
yant sira metil-, etil- hidroksiperoksitler gibi kiiciik molekiillii lipit

hidroperoksitlerinide icine alir [16, 20].
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2H,0, —2H,0+0, (1.4)

1.5.6 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD) siiperoksit serbest radikalinin (
O3 ) hidrojen peroksit (H>O,) ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen

antioksidan enzimdir.

20; +2H* - H,0,+0, (1.5)

Insanda siiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD,
sitozolde bulunur; Cu ve Zn igerir; dimerik yapidadir ve siyanidle inhibe edilir. Mn
SOD, mitokondride bulunur; Mn igerir, tetramerik yapidadir ve siyanidle inhibe

olmaz. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD'dir.

SOD'm fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin (O ) lipid peroksidasyonu gibi zararh etkilerine karsi korumaktir.

SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD

aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, artisiyla

artar. SOD'nin ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Cu-Zn SOD'nin spesifik
aktivitesi Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek, prematiirelerin ve
yaslilarin eritrositlerinde ve psoriyazisli hastalarin 16kositlerinde diisiik bulunmustur

[18].

1.6 Literatiir Ozeti

Karakus ve Koker, Bitki gelisim diizenleyicilerinin (BGD) tarimda kullanimi
ve hormonlarin riskini arastirmiglardir [1]. Yilmaz ve arkadasi, indol-3-asetik asitin
tictinciil nesil farelerin kemik iligi hiicrelerinde mitotik indeks iizerinde etkilerini
aragtirmiglar ve IAA’ni mitotik indeksi aktive ettigini tespit etmislerdir [2]. Akgiil,
Bitki gelisim diizenleyicilerinin 6zelliklerini ve kullanim alanlarini aragtirmigtir [3].

Can ve Hatipoglu, besi ortami, oksin ¢esidi ve konsantrasyonunun sar1 sakal otu
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(Bothriochloa ischaemum (L.) Keng) bitkisinin geng¢ salkimlarindan kallus olusumu
ve bitki rejenerasyonuna etkisini belirlemislerdir [4]. Unyayar, tuz stresine maruz
birakilan Funalia trogii (Berk.) Bondartsev & Singer ve Phanerochaete
chrysosporium Burds. ME446’daki absisik asit ve indol-3-asetik asit
konsantrasyonlarindaki degisimleri incelemislerdir [5].  Kirecci, bazi sentetik
hormonlarin (giberillik asit, spermin, spermidin, putresin) feslegen (Ocimum
basilicum) bitkisinde morfolojik yap1 ve ugucu yag kalitesine etkisini aragtirmislar ve
farkli hormon gruplarinin bitki morfolojisine etkilerinin farkli oldugunu bulmuslardir
[6]. Yilmaz ve Yiiksel, IAA’nin F2 nesil farelerde bobrek katalaz, siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerine etkisini arastirmislardir [7].
Celik ve arkadaslar, indolasetik asit ve kinetinin sicanlarin ¢esitli dokularindaki lipid
peroksidasyon diizeyi iizerine etkisini incelemislerdir [8]. Canbay ve arkadaglari,
tiroid kanseri olan hastalarda antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz aktivitesi
ve lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehid (MDA) diizeylerini
belirlemislerdir [9]. Yariktas ve arkadaslari, bas-boyun malign tiimoérlerinde
malondialdehit diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerin arastirmislar, calisma
grubundaki hastalarin eritrosit malondialdehit diizeyleri ve superoksit dismutaz
aktivitelerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek, katalaz aktivitelerinin azaldigim
(p<0.05) belirlemislerdir [10]. Giirgéze ve arkadaglari, memelilerde ortalama yasam
siiresi ve yaslanma siirecinde serbest radikallerin roliinii arastirmislardir [11]. Tosun
ve Karadeniz, cayin fenolik madde icerigi, antioksidan 6zelligi ve caydaki fenolik
maddelerin saglik iizerine etkisini arastirmiglardir [12]. Kizil ve Giil, sap asisi
uygulanan besi tosunlarinda agilama Oncesi ve sonrasinda klinik ve hematolojik
parametreler ile antioksidan enzimler ve lipit peroksidasyon diizeylerine antioksidan
vitaminlerin etkisini arastirmiglardir [13]. Yiice ve Aksakal, saglikli ratlarin
karaciger ve testis dokularindaki antioksidan aktivite iizerine nar suyunun etkilerini
aragtirmiglardir [14]. Biiyiikokuroglu ve Siilleyman, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
eksikligini aragtirmistir [15]. Renciizogullar, ratlarda deneysel olarak olusturulan
kadmiyum toksikasyonu {iizerine likopenin etkilerini aragtirmistir. Bu arastirmada,
onemli bir cevre kirleticisi olan kadmiyumun bobreklerde olusturdugu toksikasyon
izerine antioksidan etkili beta-karotenlerden likopenin olas1 faydali etkileri deneysel
olarak ratlarda arastirmustir [16]. Fadillioglu ve arkadaslari, depresyonlu olgularda

egzersiz sonrasi plazma glutatyon peroksidaz ve ksantin oksidaz aktiviteleri ile
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plazma NO seviyesinde meydana gelen degisimleri incelemislerdir [17]. Serbest
oksijen radikallerin ve antioksidanlarin etki mekanizmalarn belirtilmistir [18].
Antmen, Beta talasemide oksidatif stresi arastirmistir [19]. Ezberci ve arkadaslari,
sicanlarda karmn i¢i yapisikliklari ©nlemede intraperitoneal katalazin etkisini
belirlemeye c¢alismislardir [20]. Celik ve arkadaglari, bazi1 bitki biiyiime
diizenleyicilerinin subkronik uygulanmasinin siganlarin serum enzim diizeyleri
izerine etkilerini arastirmislardir [21]. Silig ve arkadaslari, LD10(3 mg/ml) ve
LD30(9 mg/ml) dozlarinda daminozid (siiksinik asit, 2,2- dimetilhidrazid)
uygulanmis Ross Pm-3 wki doletli tavuk yumurtalarindan cikarilan civcivlerin
karaciger mikrozomal nitrozodimetilamin demetilaz (NDMAd) ve sitoplazmik
glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitelerini incelemistir [22]. Yesilada, Drosophila
melanogaster’in somatik mutasyon ve rekombinasyon testi kullamilarak Etil
metansiilfonat ile indiiklenmis mutant kanat benekleri iizerine bitki bilyiime
hormonlarinin (kinetin, gibberellic asit (GA3) ve indol asetik asit (IAA)) etkisi
arastirmistir [23]. Kiifrevioglu ve arkadasi, antiemetik ilaglarin glukoz-6- fosfat
dehidrogenaz ve bazi antioksidan enzimler {izerindeki etkilerini aragtirmistir [24].
Erdogan ve arkadaslari, sublethal iire ve amonyak konsatrasyonun Oncorhynchus
mykiss eritrosit glukoz-6 fosfat dehidrogenaz iizerine inhibisyonunu arastirmistir
[25]. Cift¢i ve arkadaslari, bazi ilaglarin Chalcalburnus Tarischii baliginin hepatik
glukoz-6- fosfat dehidrogenaz enzimi {izerindeki etkilerini arastirmistir [26].
Kiifrevioglu ve arkadaslari, insan ve fare eritrositindeki glukoz-6- fosfat
dehidrogenaz enzimi {izerinde metamizol ve magnezyum siilfatin etkilerini
arastirmiglardir [27]. Ozmen, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz iizerine baz1 sitotoksik
kimyasallarin etkisini arastirmigtir [28]. Bosch-Morell ve arkadaslant 4-
hidroksinonenalin glutatyon peroksidaz {izerindeki inhibisyonunu arastirmistir [29].
Sentiirk, glutatyon rediiktaz enziminin insan eritrositlerinden Saflagtirmis ve bazi
ilaglarin enzim aktivitesi iizerine etkilerinin arastirmislardir [30]. Kiifrevioglu ve
arkadaslari, baz1 metallerin insan eritrositlerinden saflagtirilan glutatyon rediiktaz
enzimi uzerine in vitro etkilerini incelenmistir [31]. Cho ve arkadaslari, bir tau
piring klonundan elde edilen glutatyon S transferaz izoenzimlerini ve substrat
spesifiklerini karaterize etmislerdir [32]. Dou ve arkadaslari, Liposcelisin ii¢
irkindan  saflagtinlan GST enziminin bocek ilaglarma karsti direnclerini

arastirmiglardir [33]. Rangel ve arkadaslan, Neurospora crassa’ min katalaz-1
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enziminin molekiiler ve kinetigini ¢calismistir [34] Lanza ve arkadasi, siklodestrinle
uyumlu siiperoksit dismutaz ve katalazin yeni bilesiklerini arastirmislardir [35].
Puglisi ve arkadaslari, manganez salen liganth siklodekstrin biobilesigi ile siiperoksit
dismutazin aktivitesini arastinnlmiglardir [36]. Kostyuk ve arkadaslari, Siiperoksit

dismutaz enziminin flavanoid metal bilesikleriyle uyumunu aragtirmistir [37].

1.7 Calismanin Amaci

Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen kokenli stres faktorleri nedeniyle
siirekli olarak serbest radikaller ve diger oksijen kokenli tiirler tiretildiginden, hiicre
bu stres faktorlerine maruz kalmay1 sinirlamak icin giiclii ve kompleks enzimatik ve
molekiiler antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir. Bu savunma
mekanizmalarini, serbest radikal tutucular1 (non enzimatik molekiiller) ve
antioksidan enzimler olusturmaktadir. BGD’ler baslangicta yalniz tohumlarin
cimlenmesinde, meyve, fidan ve celiklerin koklendirilmesinde kullanilmistir. Daha
sonra tohumdan hasada kadar gecen devrede verim artisi, driin kalitesinin
yiikseltilmesi ve bitkilerin hastalik ve zararlilara kargi dayamikliligin arttirilmasi
amaciyla iilkemizde ve tiim diinya iilkelerinde kullamilmaya baslanmistir. Bugiine
kadar bazi tireticileri bu diisiinceden caydirmak miimkiin olmamistir. Oysa bu fazla
uygulamalarin insan sagligina verdigi zararlar yaninda, meyve kalitesini bozdugu,
verimi arttirmak yerine azalttig1 da bir gercektir. BGD’ler, standartlar gbzetilmeden,
teknik elemanlara danisilmadan, yiiksek dozda kullanildiginda insan metabolizmasini
olumsuz yonde etkilemekte, ekolojik dengenin bozulmasina sebep olmaktadir.
Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda BGD’lerden 6zellikle 2,4-D’nin davranis, sekil,
genetik yap1 ve sinir sistemi bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir. Bugiin bu
maddenin yerine 4-CPA ve BNOA’nin kullanilmasina izin verilmistir. Ancak
yapilan literatiir taramalarinda BGD’lerin insan kanindaki antioksidan enzimler
tizerindeki etkileriyle ilgili herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu nedende; bu
calismada BGD’lerin insan kanindaki glukoz-6- fosfat dehidrogenaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz, katalaz ve siiperoksit

dismutaz enzimleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu ¢alismada
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elde edilecek veriler ile BGD’lerin antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri

belirlenecektir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Bu caligmada kullanilan kan numuneleri saglikli bireylerden EDTA’l1 tiiplere

her deney Oncesi taze olarak alindi. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck

ve Sigma’dan satin alindi. Enzim aktiviteleri ise Perkin Elmer Lamda 25 UV-Visible

spektrofotometre kullanilarak belirlendi.

2.1.1 Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler

$ * XA E WD

P T - T T U O = O
o 0 N N 1 A WN =D

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO.)
Hidrojen peroksit (H,O,)

Giberellik asit

Mepiquat kloriir

B-naftoloksiasetik asit (BNOA)
Ksantin

Ksantin oksidaz

Tris base

Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA)

. INT (2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolyum kloriir)
. Okside glutatyon (GSSG)

. Rediikte glutatyon (GSH)

. Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADPH)

. Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADP™)

. Glukoz-6 fosfat

. Magnezyum kloriir (MgCly,)

. Glutatyon rediiktaz

. t- biitil hidroperoksit

. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
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2.1.3 Calismada Kullamlan Cihazlar

1. Lamda 25 UV-Visible : Perkin Elmer
2. pH-metre : Orian 920A
3. Otomatik pipetler : Brand

4. Terazi : Denver

5. Etiv : Memmert

6. Sogutmali santrifiij : Sigma 3K 30
7. Manyetik karistirict : Heildolp

2.2 Calismada Kullanmilan Cozeltiler ve Hazirlamslar:

1. 0,05 M fosfat tamponu (pH:7.0): 3,549 gr potasyum dihidrojen fosfat
(KH,POy4) alinarak bir miktar saf suda ¢oziilir ve pH 7’ye ayarlandiktan
sonra toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanir.

2. 0,019 M H,0;: 0,1 mL hidrojen peroksit (H,O,) alinir bir miktar saf suda
¢Oziiliir ve toplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.

3. 0,05 M giberellik asit (MA: 424 g/mol) : %10’luk giberellik asitten 0,018 gr
almir bir miktar saf suda coziildiikkten sonra toplam hacim 100 mL’ye
tamamlanir.

4. 0,05 M mepiquat kloriir (MA: 149,5 g/mol) : 5 mL mepiquat kloriir alinir, bir
miktar saf suda ¢oziildiikten sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlanir.

5. BNOA (MA; 202 g/mol): 5 mL BNOA alinir, bir miktar saf suda ¢6ziildiikten
sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlanur.

6. 1.10" M ksantin stok cozeltisi: 0,0015 gr ksantin bir miktar saf suda
¢oziildiikten sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlanir.

7. Ksantin oksidaz: 10 mg ksantin oksidaz 10 mL fosfat tamponunda ¢oziiliir.

8. 1.10* INT: 0,0025 gr INT alinir, bir miktar saf suda c¢oziildiikten sonra
toplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.

9. 1 M Tris-EDTA/5SmM EDTA (pH:8): 6,05 gr Tris ve 0,073 gr EDTA bir
miktar saf suda c¢oziindiikten sonra pH 8’e ayarlanir ve daha sonra toplam

hacim 50 mL’ye tamamlanir.
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10. 0,033 M okside glutatyon (GSSG): 0,2 gr GSSG alinir, bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlanir.

11.2 mM NADPH (nikotinamid adenin diniikleotidfosfat, indirgenmis hal):
0,0167 gr NADPH alinir, bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra toplam
hacim 10 mL’ye tamamlanir.

12.2 mM NADP (nikodinamid adenin diniikleotidfosfat, yiikseltgenmis hal):
0,0513 gr NADP" alinir, bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra toplam hacim
10 mL’ye tamamlanir.

13. 6 mM G6P (glukoz-6-fosfat): 0,055 gr G6P alinir, bir miktar saf suda
¢oOziindiikten sonra toplam hacim 30 mL’ye tamamlanir.

14. 0,1 M MgCl, (magnezyum kloriir): 0,285 gr MgCl, alinir, bir miktar saf suda
¢oOziindiikten sonra toplam hacim 30 mL’ye tamamlanir.

15.0,1 M rediikte glutatyon (GSH): 0,155 gr GSH alinir, bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra toplam hacim 5 mL’ye tamamlanir.

16. 0,01 M glutatyon rediiktaz: 0,1 gr glutatyon rediiktaz alinir, bir miktar Tris-
EDTA icerisinde ¢6ziiliip sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlanir.

17. 7 mM t-biitil hidroperoksit: 1 mL t-biitiil hidroperoksit alinir ve 1143 mL saf
su ile karistirilir.

18. 30 mM CDNB: 0,03 gr CDNB (1-kloro-2,4- dinitrobenzen) tartildiktan sonra

5 mL saf etanolde ¢oziiliir.

2.3 Hemolizat Hazirlanisi

Eritrosit antioksidan enzim aktivite ol¢limleri i¢in saglikli gen¢ bireylerden
steril vakum enjektorlerle 2 mL civarinda vendz kan alinmistir. Kanlar eppendorf
tiiplere aktarildiktan sonra +4° C’de 15 dk 2500 rpm’de santrifiij edilmistir.
Ardindan iist kisimda kalan plazma atilip eritrositlerde 0,16 M’lik KCl ile +4 °C’de 5
dk 2500 rpm’de 3 kez yikandiktan sonra soguk saf su ile 1/5 oraninda seyreltilerek
+4°C de 10000 rpm’de 30 dk santrifiij edilerek eritrositler parcalanmistir [38].

18



2.4 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.4.1 Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 340
nm dalga boyunda reaksiyon sonunda olusan NADPH 1n absorbsiyon artisi sonucu
Olctilmiistiir. G6P hari¢ yukaridaki kimyasallar kiivete konduktan sonra 37°’de 10 dk
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra numune ve koére 300 uL G6P ilave edilmis ve
ardindan 340 nm’de 2 dk siireyle absorbans kaydedilmistir. Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz aktivitesi Cizelge 2.1°de verilen igerik kullanilarak Olciilmiistiir

[39,40].

Cizelge 2.1 Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan maddelerin

hacimleri

Kiivet icerigi Numune (puL) Kor (uL)
Distile su 1650 1800
Tris-EDTA 300 300
MgCl, 300 300
NADP* 300 300
Hemolizat o
G6P 300 300

2.4.2 Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

GSH-Px ile t-biitil hidroperoksit varliginda GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu
gerceklesir. Yontem, bu oksidasyon sonucu olusan GSSG’nin glutatyon rediiktaz
(GSHRA) enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen
NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana karsi
okunmasi prensibine dayanir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi Cizelge 2.2’de verilen

icerik kullamlarak ol¢iilmiistiir.
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Kore ve kiivete yukaridaki kimyasallar eklendikten sonra 37° C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan numune kiivetine t-biitilhidroperoksit ilave

edilmis ve kore kars1 aktivite Sl¢iilmiistiir [39,40].

Cizelge 2.2 Glutatyon peroksidaz aktivite Ol¢iimii icin kullanilan maddelerin

hacimleri

Kiivet icerigi Numune (puL) Kor (uL)
Tris-EDTA 300 300
GSH 60 60
Glutatyon rediiktaz 300 300
NADPH 300 300
Hemolizat o e
Distile su 1980 2010
t-butilhidroperoksit 30 30

2.4.3 Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Glutatyon rediiktaz, GSSG’nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini
katalize eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda yiikseltgenen NAD(P)H nin 37
°C’de 340 nm dalga boyunda absorbans farki dl¢iilerek belirlenir. Glutatyon rediiktaz
aktivitesi Cizelge 2.3’de verilen icerik kullanilarak Sl¢iilmiistiir [39,40].

Cizelge 2.3 Glutatyon rediiktaz aktivite 6l¢timii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (puL) Kor (uL)
Distile su 2370 2400
Tris—-EDTA 150 150
NADPH 150 150
GSSG 300 300
Hemolizat o -
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2.4.4 Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Glutatyon s-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —
SH grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de
GSH ve CDNB kullanilarak dakikada olusan S-2,4-dinitrofenilglutatyonun 1 mikro
molunu katalizleyen enzim miktarinin ol¢iilmesiyle belirlenir. Glutatyon s-transferaz

aktivitesi Cizelge 2.4’de verilen icerik kullanilarak dl¢iilmiistiir [40,41].

Cizelge 2.4 Glutatyon S-transferaz aktivite Ol¢iimii i¢in kullanilan maddelerin

hacimleri
Kiivet icerigi Numune (uL) Kor (uL)
Fosfat tamponu 2650 2800
CDNB 60 60
GSH 150 150
Hemolizat s

2.4.5 Katalaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Katalaz, H,O;’ nin su ve molekiiler oksijene yikimim katalizler. H,O, nin
15181 absorbe etmesinden yararlanilarak 240 nm’de enzimin yikim hizi
spektrofotometrik olarak olciiliir. Katalaz aktivitesi Cizelge 2.5’de verilen icerik

kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Cizelge 2.5 Katalaz aktivite 6l¢iimii icin kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet Icerigi Numune (uL) Kor (uL)
Fosfat tamponu 2400 2500
H,0, 500 500
Hemolizat oo e
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Kore ve numune kiivetine yukaridaki kimyasallar eklendikten sonra 240
nm’de 5 dk boyunca kore karsi aktivite ol¢iilmiis ve absorbanstaki diisiis 1’er dakika
araliklarla kaydedilmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda bitki gelisim

diizenleyicilerinin katalaz enzim aktivitesi iizerine etkileri dl¢iilmiistiir [42,43]

2.4.6 Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Siiperoksit dismutaz enzimi, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik
siiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene (O,)
dismutasyonunu hizlandirir. Yontemde ksantin ve ksantin oksidaz (XOD)
kullanilarak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum kloriir (INT) ile
tepkimeye giren ve kirmizi renkli formazon boyasi olusturan siiperoksit radikalleri
tiretilmektedir. Enzim aktivitesi 6l¢timii ise reaksiyonun 505 nm’de ortamda bulunan
SOD enzimi ile inhibisyonuna dayanir. SOD aktivitesi Cizelge 2.6’da verilen icerik

kullanilarak ol¢iilmiistiir [44]

Cizelge 2.6 SOD aktivite ol¢ciimii icin kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (uL) Kor (uL)
Fosfat tamponu 1525 1650
Ksantin oksidaz 250 250
Ksantin 500 500
INT 600 600
Hemolizat s
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3. BULGULAR

Bitki gelisim diizenleyici maddelerin antioksidan enzim aktiviteleri {izerine

etkileri arastirilmig ve elde edilen deneysel bulgular agsagida verilmektedir.

3.1 BGD’lerin Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Mepiquat kloriir, BNOA ve giberellik asitin glukoz-6—fosfat dehidrogenaz
enzim aktivitesi iizerine etkileri spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis ve elde edilen
deneysel veriler Cizelge 3.1-3.3’de verilerek sirasiyla Sekil 3.1-3.3’de grafik
edilmistir. Sekillerden goriildiigi gibi bitki gelisim diizenleyici maddelerin

konsantrasyonlarinin artmast ile enzim aktivitelerinin azaldigi bulunmustur.
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Cizelge 3.1 Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriiriin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0167 M;
[MgCl,]=0,1 M; [Tris-EDTA]=1 M; [NADP]=2 mM; [G6P]=6 mM)

Aktivite dlciimii
%

Deney No Tris-EDTA  NADP MgCl, Hemolizat Inhibitor ~ Aktivite - [inh]x10™
(uL) (uL) @y  GOP ML) Su@l) oy (uL) Altivite

1 300 300 300 300 1650 150 0 0,193 100 0

2 300 300 300 300 1600 150 50 0,147 76,2 2,78
3 300 300 300 300 1550 150 100 0,101 52,5 5,57
4 300 300 300 300 1500 150 150 0,078 40,7 8,85
5 300 300 300 300 1450 150 200 0,063 32,5 11,13
6 300 300 300 300 1400 150 250 0,052 27,2 13,92

Cizelge 3.2 Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi tizerine BNOA’ nin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,00155 M; [MgClL]=0,1 M;
[Tris-EDTA]=1 M; [NADP]=2 mM,; [G6P]=6 mM)

Aktivite dlciimii
%

Deney No Tris-EDTA NADP MgCl, Hemolizat Inhibitor  Aktivite . [inh]x10*°
(uL) QL) @) GOPML) Sumb) op ap Aktivite
1 300 300 300 300 1650 150 0 0,245 100 0
2 300 300 300 300 1600 150 50 0,171 69,9 3
3 300 300 300 300 1550 150 100 0,121 49,3 5
4 300 300 300 300 1500 150 150 0,083 34,1 8
5 300 300 300 300 1450 150 200 0,077 31,7 10
6 300 300 300 300 1400 150 250 0,054 22,0 13
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Sekil 3.1 G6PD enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriiriin etkisi
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Sekil 3.2 G6PD enzim aktivitesi iizerine BNOA’nin etkisi
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Cizelge 3.3 Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine giberellik asitin etkisine ait deneysel veriler ([inh]=0,0000212 M;
[MgCl,]=0,1 M; [Tris-EDTA]=1 M; [NADP]=2 mM; [G6P]=6 mM)

Aktivite dl¢iimii

%

Deney No Tris(;ll*iI;TA 1\13]13)P 1\(455)12 G6P (uL)  Su (uL) Hezlil;zat inl(llill;j;iir Aktivite L [inh]x10*
1 300 300 300 300 1650 150 0 0,303 100
2 300 300 300 300 1600 150 50 0,251 82,8 4
3 300 300 300 300 1550 150 100 0,190 62,9 7
4 300 300 300 300 1500 150 150 0,162 53,6 11
5 300 300 300 300 1450 150 200 0,157 51,9 14
6 300 300 300 300 1400 150 250 0,132 43,4 18
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Sekil 3.3 G6PD enzim aktivitesi iizerine giberellik asitin etkisi
3.2 BGD’lerin Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesine EtKileri

Mepiquat kloriir, BNOA ve giberellik asitin glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi lizerine etkileri spektrofotometrik olarak olciilmiis ve elde edilen deneysel
veriler Cizelge 3.4-3.6’da verilerek sirasiyla Sekil 3.4-3.6’da grafik edilmistir.
Sekillerden goriildiigii gibi bitki gelisim diizenleyici maddelerin konsantrasyonlarinin

artmast ile enzim aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.
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Cizelge 3.4 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriiriin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0167 M; [GR]=0,01 M;
[Tris-EDTA]=1 M; [NADPH]=2 mM; [GSH]=0,1M; [t-biitil hidroperoksit]=7 mM)

Aktivite olciimii

%

Deney No Tris-EDTA NADPH t-buti GSH GR Hemolizat Inhibitor Aktivite A [inh]x10**
Su (uL) Aktivite
(L) (uL) (uL) (uL)  (uL) (pL) (uL.)

1 300 300 30 300 60 2000 30 0 82,17 100 0

2 300 300 30 300 60 1950 30 50 63,38 77,1 2,78
3 300 300 30 300 60 1900 30 100 52,18 63,5 5,57
4 300 300 30 300 60 1850 30 150 46,21 56,2 8,85
5 300 300 30 300 60 1800 30 200 38,87 47,3 11,13
6 300 300 30 300 60 1750 30 250 29,17 35,5 13,92
7 300 300 30 30 60 1700 30 300 25,75 31,3 16,70

Cizelge 3.5 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine BNOA’nin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,00155 M; [GR]=0,01 M; [Tris-

EDTA]=1 M; [NADPH]=2 mM; [GSH]=0,1M; [t-biitil hidroperoksit]=7 mM)

Aktivite olciimii

Deney No Tris-EDTA NADPH t-buti GSH GR Su (uL) Hemolizat Inhibitor  AKktivite Ak:yiovi te [inh]x10*°
(nL) (L) (uL) (uL)  (pL) H (L) (uL)

1 300 300 30 300 60 2000 30 0 80,42 100 0

2 300 300 30 300 60 1950 30 50 65,25 81,1 0,3
3 300 300 30 300 60 1900 30 100 51,00 63,4 0,5
4 300 300 30 300 60 1850 30 150 45,09 56,1 0,8
5 300 300 30 300 60 1800 30 200 38,32 47,6 1,0
6 300 300 30 300 60 1750 30 250 29,55 36,7 1,3
7 300 300 30 30 60 1700 30 300 23,76 29,5 1,6
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Sekil 3.4 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi tizerine mepiquat kloriiriin etkisi
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Sekil 3.5 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi tizerine BNOA’ nin etkisi
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Cizelge 3.6 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine giberellik asitin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0000212 M; [GR]=0,01 M;
[Tris-EDTA]=1 M; [NADPH]=2 mM; [GSH]=0,1M; [t-biitil hidroperoksit]=7 mM)

Aktivite ol¢iimii

Deney No Tris-EDTA NADPH t-buti GSH GR Hemolizat Inhibitor  Aktivite " [inh]x10"
Su (uL) AKktivite
(uL) (L) (uL) (L) (uD) (L) (L)

1 300 300 30 300 60 2000 30 0 62,07 100 0

2 300 300 30 300 60 1950 30 50 52,24 84,2 04
3 300 300 30 300 60 1900 30 100 42,73 68,8 0,7
4 300 300 30 300 60 1850 30 150 35,08 56,5 1,1
5 300 300 30 300 60 1800 30 200 25,99 41,9 1,4
6 300 300 30 300 60 1750 30 250 21,21 34,2 1,8
7 300 300 30 30 60 1700 30 300 16,23 26,2 2,1
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Sekil 3.6 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine giberelllik asitin etkisi

y = 100,-607:37482x
R2=0,99

1E-06
[inh] [M]

1,5E-06 2E-06

3.3 BGD’lerin Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Mepiquat kloriir, BNOA ve giberellik asitin glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi lizerine etkileri spektrofotometrik olarak olciilmiis ve elde edilen deneysel
veriler Cizelge 3.7-3.9’da verilerek sirasiyla Sekil 3.7-3.9’da grafik edilmistir.

Sekillerden goriildiigii gibi bitki gelisim diizenleyici maddelerin konsantrasyonlarinin

artmast ile enzim aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.
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Cizelge 3.7 Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriiriin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0167 M; [Tris-EDTA]=1 M;
[NADPH]=2 mM; [GSSH]=0,033 M)

Aktivite dl¢iimii

Deney No Tris-EDTA Hemolizat Inhibitor  Aktivite % Aktivite [inh]x10**
(uL) NADPH (uL) GSSG (uL) Su (uL) (uL) (uL)

1 150 150 300 2350 30 0 1,414 100 0

2 150 150 300 2300 30 50 0,938 66,4 2,78
3 150 150 300 2250 30 100 0,533 37,7 5,57
4 150 150 300 2200 30 150 0,245 17,4 8,85
5 150 150 300 2150 30 200 0,135 9,6 11,13
6 150 150 300 2100 30 250 0,048 3.4 13,92

Cizelge 3.8 Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine BNOA min etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,00155 M; [Tris-EDTA]=1 M;
[NADPH]=2 mM; [GSSH]=0,033 M)

Aktivite dlciimii

Deney No  Tris-EDTA Hemolizat Inhibitor  Aktivite % Aktivite  [inh]x10*
(uL) NADPH (uL) GSSG (uL) Su (uL) (uL) (uL)

1 150 150 300 2350 30 0 72,21 100 0

2 150 150 300 2300 30 50 33,46 46,3 0,3
3 150 150 300 2250 30 100 24,00 33,3 0,5
4 150 150 300 2200 30 150 16,23 22,5 0,8
5 150 150 300 2150 30 200 11,44 15,9 1,0
6 150 150 300 2100 30 250 4,043 6,0 1,3
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Sekil 3.7 Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriiriin etkisi
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Sekil 3.8 Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine BNOA nin etkisi
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Cizelge 3.9 Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine giberellik asitin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0000212 M; [Tris-EDTA]=1 M;
[NADPH]=2 mM; [GSSH]=0,033 M)

Aktivite ol¢iimii

Deney No  Tris-EDTA Hemolizat inhibitor  Aktivite % Aktivite [inh]x10*
NADPH (uL) GSSG (uL) Su (uL)
(uL) (uL) (uL)
1 150 150 300 2350 30 0 116,30 100 0
2 150 150 300 2300 30 50 52,06 44.8 0,4
3 150 150 300 2250 30 100 26,37 22,7 0,7
4 150 150 300 2200 30 150 17,79 15,3 1,1
5 150 150 300 2150 30 200 9,02 7,8 1,4
6 150 150 300 2100 30 250 2,92 2,5 1,8
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Sekil 3.9 Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine giberellik asitin etkisi
3.4 BGD’lerin Glutatyon S-transferaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Mepiquat kloriir, BNOA ve giberellik asitin glutatyon S-transferaz enzim
aktivitesi lizerine etkileri spektrofotometrik olarak oOlciilmiis ve elde edilen deneysel
veriler Cizelge 3.10-3.12°de verilerek sirasiyla Sekil 3.10-3.12°de grafik edilmistir.
Sekillerden goriildiigii gibi bitki gelisim diizenleyici maddelerin konsantrasyonlarinin

artmast ile enzim aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.
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Cizelge 3.10 Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriiriin etkisine ait deneysel veriler ([inh]=0,0167; [fosfat
tamponu]=0,05 M; [GSH]=0,1 M; [CDNB]=30 mM)

Aktivite olciimii

. g sgee o e . e . +4

Deney No Tampon (uL) CDNB (uL) GSH (uL) Hemolizat (uL) Inl(lillf;or Aktivite % AKtivite [Inh]x10

1 2650 60 150 150 0 25,67 100 0

2 2600 60 150 150 50 20,56 80,1 2,78

3 2550 60 150 150 100 16,70 65,1 5,57

4 2500 60 150 150 150 13,99 54,5 8,85

5 2450 60 150 150 200 13,15 51,2 11,13

6 2400 60 150 150 250 11,42 44,5 13,92

7 2350 60 150 150 300 10,94 42,6 16,70

8 2300 60 150 150 350 9,85 38,4 19,48

Cizelge 3.11 Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi iizerine BNOA nin etkisine ait deneysel veriler ([inh]=0,00155; [fosfat tamponu]=0,05
M; [GSH]=0,1 M; [CDNB]=30 mM)

Aktivite olciimii

- epusgse s e P : +5

Deney No Tampon (uL) CDNB (uL) GSH (uL) Hemolizat (uL) Inl(l;lf;or AKktivite % AKktivite [Inh]x10

1 2650 60 150 150 0 25,67 100 0

2 2600 60 150 150 50 20,56 80,1 2,78

3 2550 60 150 150 100 16,70 65,1 5,57

4 2500 60 150 150 150 13,99 54,5 8,85

5 2450 60 150 150 200 13,15 51,2 11,13

6 2400 60 150 150 250 11,42 44,5 13,92

7 2350 60 150 150 300 10,94 42,6 16,70

8 2300 60 150 150 350 9,85 38,4 19,48
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Sekil 3.10 Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesine mepiquat kloriiriin etkisi
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Sekil 3.11 Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesine BNOA nin etkisi
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Cizelge 3.12 Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi iizerine giberellik asitin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0000212; [fosfat

tamponu]=0,05 M; [GSH]=0,1 M; [CDNB]=30 mM)

Aktivite ol¢iimii

Deney No inhibitor  Aktivite % Aktivite [inh]x10*°
Tampon (uL) CDNB (uL) GSH (uL) Hemolizat (uL) (L)

1 2650 60 150 150 0 22,65 100 0

2 2600 60 150 150 50 17,37 76,7 0,4
3 2550 60 150 150 100 12,24 54,1 0,7
4 2500 60 150 150 150 9,792 432 1,1
5 2450 60 150 150 200 8,179 36,1 1,4
6 2400 60 150 150 250 5,721 25,3 1,8
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Sekil 3.12 Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesine giberellik asitin etkisi

3.5 BGD’lerin Katalaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Mepiquat kloriir, BNOA ve giberellik asitin katalaz enzim aktivitesi {izerine
etkileri spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis ve elde edilen deneysel veriler Cizelge
3.13-3.15°de verilerek sirasiyla Sekil 3.13-3.15’de grafik edilmistir. Sekillerden
goriildiigli gibi bitki gelisim diizenleyici maddelerin konsantrasyonlarinin artmasi ile

enzim aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.
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Cizelge 3.13 Katalaz enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriiriin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0167 M; [fosfat tamponu]=0,05 M;
[H20,]=0,019 M)

Aktivite olciimii

. . . . . +4
Deney No Tampon (uL) 1,0, (uL) Hemolizat (uL) inhibitor (uL) Aktivite % Aktivite [Inh]x10

1 2400 500 100 0 22,31 100 0

2 2300 500 100 100 10,23 45,8 2,78

3 2250 500 100 150 6,63 29,7 5,57

4 2200 500 100 200 5,62 25,2 8,85

5 2100 500 100 300 2,28 10,2 11,13

6 2000 500 100 400 1,65 7,4 13,92

Cizelge 3.14 Katalaz enzim aktivitesi iizerine BNOA’nin etkisine ait deneysel veriler etkisi ([Inh]=0,0167 M; [fosfat tamponu]=0,05 M;
[H,0,]=0,019 M)

Aktivite olciimii

o e o e . +5

Deney No Tampon (uL) H,0, (uL) Hemolizat (uL) inhibitor (uL) AKktivite % Aktivite [Inh]x10

1 2400 500 100 0 22,31 100 0

2 2300 500 100 100 10,23 45,8 2,78

3 2250 500 100 150 6,63 29,7 5,57

4 2200 500 100 200 5,62 25,2 8,85

5 2100 500 100 300 2,28 10,2 11,13

6 2000 500 100 400 1,65 7,4 13,92
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Sekil 3.14 Katalaz enzim aktivitesine BNOA’nin etkisi
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Cizelge 3.15 Katalaz enzim aktivitesi iizerine giberellik asitin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0167 M; [fosfat tamponu]=0,05 M;
[H20,]=0,019 M)

Aktivite ol¢iimii .
Deney No - Aktivite % Aktivite [Inh]x10+6
Tampon (uL) H,0; (uL) Hemolizat (uL.)  Inhibitor (uL)

1 2400 500 100 0 42,80 100 0

2 2300 500 100 100 24,00 56,1 0.4
3 2250 500 100 150 17,79 41,6 0,7
4 2200 500 100 200 5,07 11,9 1,1
5 2100 500 100 300 0,97 2,3 2,1
6 2000 500 100 400 1,65 3,8 2,8
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Sekil 3.15 Katalaz enzim aktivitesine giberellik asitin etkisi
3.6 BGD’lerin Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Mepiquat kloriir, BNOA ve giberillik asitin siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesi lizerine etkileri spektrofotometrik olarak olciilmiis ve elde edilen deneysel
veriler Cizelge 3.16-3.18’de verilerek sirasiyla Sekil 3.16-3.18’de grafik edilmistir.
Sekillerden goriildiigii gibi bitki gelisim diizenleyici maddelerin konsantrasyonlarinin

artmast ile enzim aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.
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Cizelge 3.16 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesine mepiquat kloriiriin etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,0167 M; [Tampon]=0,05 M;
[INT]=1x10* M; [Ksantin]=1x10"*M)

Aktivite dl¢iimii

Deney No Tampon INT (uL) Ksantik oksidaz Ksantin Hemolizat Inhibitor  Aktivite % Aktivite  [inh]x10"°
(L) a (uL) (L) (L) (uL)
1 1500 600 250 500 125 0 758,4 100 0
2 1250 600 250 500 125 25 542.4 71,52 0,1
3 1000 600 250 500 125 50 451,2 59,49 0,3
4 750 600 250 500 125 75 329,6 43,46 0,4
5 500 600 250 500 125 100 228.8 30,17 0,6
6 250 600 250 500 125 125 236,8 31,22 0,7
7 0 600 250 500 125 150 125,6 16,56 0,8

Cizelge 3.17 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesine BNOA’nm etkisine ait deneysel veriler ([Inh]=0,00155M; [Tampon]=0,05 M;
[INT]=1x10* M; [Ksantin]=1x10™* M)

Aktivite dlciimii

Deney No Tampon INT (uL) Ksantik oksidaz Ksantin Hemolizat Inhibitor  Aktivite % Aktivite  [inh]x10**
(L) . (uL) (L) (L) (uL)
1 1500 600 250 500 125 0 769,6 100 0
2 1250 600 250 500 125 25 570,4 74,1 0,1
3 1000 600 250 500 125 50 400 51,9 0,3
4 750 600 250 500 125 75 219,2 28,5 0,4
5 500 600 250 500 125 100 201,6 26,2 0,5
6 250 600 250 500 125 125 117.6 15,3 0,6
7 0 600 250 500 125 150 119,2 15,5 0,8
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Sekil 3.16 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesine mepiquat kloriiriin etkisi

100

80

y = 100e-26644x

£ 60 R>=0,9638
2
he/
<
R 40
20
<&
0
0 2E-05 4E-05 6E-05 8E-05

[inh][M]

Sekil 3.17 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesine BNOA nin etkisi
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Cizelge 3.18 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesine giberellik asitin etkisine ait deneysel veriler etkisi ([inh]=0,0000212 M; [Tampon]=0,05
M; [INT]=1x10"* M; [Ksantin]=1x10"* M)

Aktivite ol¢iimii

o e o : +6
Deney No Tampon INT (uL) Ksantik oksidaz Ksantin Hemolizat Inhibitor Akdivite % Aktivite [Inh]x10
(L) a (L) (L) (L) (L)

1 1500 600 250 500 125 0 404,8 100 0

2 1250 600 250 500 125 25 268.,8 66,40 0,2
3 1000 600 250 500 125 50 2544 62,84 0,4
4 750 600 250 500 125 75 132 32,60 0,5
5 500 600 250 500 125 100 52,8 13,04 0,7
6 250 600 250 500 125 125 26,4 6,52 0,9
7 0 600 250 500 125 150 16,8 4,15 1,1
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Sekil 3.18 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesine giberellik asitin etkisi
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4. SONUC VE TARTISMA

Asagida bitki biiytime hormonlarindan olan mepiquat kloriir, BNOA ve
giberellik asitin glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon S-transferaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz antioksidan enzim

aktiviteleri lizerine etkileri tartisilmaktadir.

4.1 Antioksidan Enzim Aktivitelerine Mepiquat Kloriiriin Etkisi

Mepiquat kloriiriin  glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz enzim
aktiviteleri iizerine etkileri sirasiyla Sekil 3.1, 3.4, 3.7, 3.10, 3.13 ve 3.16’da
verilmektedir. Genel anlamda tiim sekillerden goriilecegi gibi artan mepiquat kloriir
konsantrasyonu ile antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azaldigi goriilmektedir.
Antioksidan enzimlerin aktivitelerinin mepiquat kloriir konsantrasyonu ile
degisimlerinin farkli oldugu bulundu. Ornegin Cizelge 3.1, 3.4, 3.7, 3.10, 3.13 ve
3.16’dan goriilldigii gibi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz enzim
aktiviteleri iizerine mepiquat kloriiriin etkisinin incelendigi deneylerde kullanilan en
yiikksek konsantrasyonlar sirasiyla 13,92x10'4, 16,70x10'4, 13,92x10'4, 19,48x10'4,
13,92)(10'4 ve 8x10° M iken geriye kalan enzim aktivitelerinin 27,2; 31,3; 3,4; 38,4;
7,4; 16,56 oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ mepiquat kloriiriin antioksidan enzimler
tizerinde farkli etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Literatiirde bitki gelisim
diizenleyicilerinin antioksidan enzim aktiviteleri ilizerine etkisini arastiran oldukca
sinmmirhh  sayida kaynak bulunmaktadir. Yilmaz ve arkadaslar, bitki gelisim
diizenleyicilerinden olan indol-3-asetik asitin (IAA) F2 nesil farelerin
bobreklerinden elde edilen katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
enzim aktivitelerine etkisini aragtirmislar ve IAA’nin katalaz aktivitesini azathgini ve
siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesinde belirgin bir degisme

meydana getirmedigin bulmuslardir [7]. Celik ve arkadaslart [AA’nin si¢anlarin
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cesitli dokularindaki lipit peroksidasyon diizeyleri tizerindeki etkilerini aragtirmislar
ve IAA’nin karaciger ve bobrek malondialdehit diizeylerini arttirdiginm1 bulmuslardir
[21]. Celik ve arkadaglann bagka bir caligmalarinda bazi bitki biiyiime
diizenleyicilerinin siganlarin serum enzim diizeyleri iizerine etkilerini aragtirmislar ve
1. IBA’nin laktat dehidrogenaz ve kreatin fosfokinaz aktivitelerini; ve 2. IAA’nin
aspartat aminotransferaz, laktat dehidrogenaz ve kreatin fosfokinaz aktivitelerini
arttirdigint  bulunmuglardir [8].  Silig ve arkadaslari, diaminozid’in civcivlerin
karaciger sitoplazmik glutatyon S-transferaz ve mikrozomal nitrozodimetilamin
demetilaz aktiviteleri iizerine etkilerini arastirmiglar ve diaminozid’in doza bagh
olarak mikrozomal nitrozodimetilamin demetilaz enzimini aktive ederken,

sitoplazmik glutatyon S-transferaz enzimlerini inhibe ettigini belirlemislerdir [22].

4.2 Antioksidan Enzim Aktivitelerine BNOA ’nin EtKisi

Literatiirde organik ve/veya inorganik bilesiklerin farklt biyokimyasal
reaksiyonlar iizerindeki etkilerinin farkli oldugu bulunmustur. Bazi durumlarda bir
reaksiyon i¢in aktivator olan bir madde baska bir reaksiyon i¢in inhibitor olarak
hareket edebilmektedir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz
antioksidan enzim sistemi iizerine BNOA’nin etkisine ait deneysel veriler daha
once Cizelge 3.2, 3.5, 3.8, 3.11, 3.14 ve 3.17°de verilerek sirasiyla Sekil 3.2, 3.5,
3.8, 3.11, 3.14 ve 3.17°de grafik edilmisti. Cizelgeler ve Sekiller incelendiginde
artan BNOA konsantrasyonu ile tiim enzimlerin aktivitelerinin azaldig1 ve
BNOA’nin antioksidan enzimler {izerinde inhibitdr etkisi meydana getirdigi
bulundu. Yine sekillerden BNOA’nin antioksidan enzimler iizerindeki inhibisyon

giiciiniin farkli oldugu da goriilmektedir.
4.3 Antioksidan Enzim Aktivitelerine Giberellik Asitin Etkisi

Bitkilerde govde uzamasimi saglayan giberellik asitin glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz,

katalaz ve siiperoksit dismutaz antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkilerine ait

deneysel veriler bulgular kisminda verilmisti. Bu verilerin kullanilmasiyla ¢izilen
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grafikler, Sekil 3.3, 3.6, 3.9, 3.12, 3.15 ve 3.18’de verildi. Grafikler incelendiginde
tim enzimler i¢in giberelik asitin bir inhibitor gorevi gordiigii soylenebilir. Yine
giberelik asitin artan konsantrasyonu ile tiim enzim aktivitelerinin azaldigi
goriilmektedir. Ancak bu azalma oram giberelik asitin aym1 konsantrasyonu igin
enzimden enzime farklilik gostermektedir. Yesilada, mutant kanat benekleri iizerine
kinetin, giberellik asit ve indol asetik asit etkisini aragtirdi ve 1. giberellik asitin Etil
metansiilfonat(EMS) ile indiiklenen biitiin kanat beneklerini azatligini; 2. 1x10° M
kinetinin Etil metansiilfonat ile indiiklenen ikili beneklerin sayisim1 azathigini; 3.
1x10* M konsantrasyonunun beneklerin biitiin tiplerinin sayisinda artisa neden
oldugunu ve ayni konsantrasyondaki IAA’nin ise degisken sonuclar verdigini buldu
[23]. Sonuclarimizla literatiirdeki sonuglar kiyaslandiginda giberellik asitin kullanim
amacimna bagli olarak biyokimyasal reaksiyonlarda farkli gorevler istlendigi

sOylenebilir.

4.4 15y Degerleri

Is50, bir enzimin aktivitesini yariya diisiirmek veya % 50 azaltmak icin ortama
ilave edilmesi gereken inhibitér konsantrasyonu olarak tanimlanir. Bu deger enzimin
tiiriine ve inhibitorlere bagl olarak farkliliklar gosterir. Bu calismada kullanilan
enzimler iizerine BGDlerin etkisi icin hesaplanmis I5y degerleri asagida

tartisilmaktadir.

4.4.1 G6PD’nin inhibisyonu i¢in Hesaplanmis Isy Degerleri

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine mepiquat kloriir,
BNOA ve giberellik asitin etkisi icin Sekil 3.1-3.3’deki egrilerin denklemlerinden
hesaplanmis Isy degerleri Cizelge 4.1°de verilmektedir. Bir inhibitoriin inhibisyon
giicliniin yiiksek olabilmesi i¢in c¢ok diisiikk konsantrasyonlarda enzim aktivitesi
izerinde onemli degisimler meydana getirmesi gereklidir. Cizelge 4.1’den goriildiigii
gibi bu calismada kullanilan BGD’ler i¢in en diisiik Iso degeri giberellik asit icin
bulunmustur. Bu sonug¢ glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesini en fazla giberellik
asitin azalttigim ve bunu sirasiyla BNOA ve mepiquat kloriiriin izledigini

gostermektedir. Literatiirde glukoz-6-fosfat dehidrogenazin aktivitesini azaltan cesitli
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maddeler bulunmaktadir. Bu maddeler ve bu maddelere ait Isy degerleri Cizelge
4.1’de verilmektedir. Bu cizelgeden goriildiigii gibi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

aktivitesini en fazla azaltan inhibitoriin KMnO, oldugu soylenebilir.

Cizelge 4.1 G6PD’nin inhibisyonuna ait Isg degerleri

Inhibitorler Iso (mM) Referanslar
Granisetron hidrokloriir 3,9 [24]
Ondansetron hidrokloriir 3,6x107 [24]
Amonyak 2,9x10° [25]
Ure 2,4x107 [25]
KMnO, 2,0x10™ [25]
Siilfanilasetamid 3,2x107 [26]
Siilfanilamid 3,7x107 [26]
Nidazol 1,2 [26]
Vankomisin 1,9 [26]
Siproflaksosin 2,3 [26]
Amoksilin 643,5 [26]
Metamizol 17 [27]
Magnezyum siilfat 50 [27]
2,4-dihidroksi-5-floropirimidin 43 [28]
Sodyum-2-siilfanil etansiilfonat 180 [28]
BNOA 5,7x107 Bu calismada
Mepiquat kloriir 0,695 Bu caligmada
Giberellik asit 1.4x107 Bu caligmada
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4.4.2 Glutatyon Peroksidazin Inhibisyonu icin Hesaplanms Isy Degerleri

Glutatyon peroksidaz aktivitesi iizerine mepiquat kloriir, BNOA ve giberellik
asitin inhibisyonu icin hesaplanmis Isy degerleri sirasiyla 9,7x10'1, 8,9)(10'2 ve
1,14x10° mM olarak hesaplandi ve bu degerler Cizelge 4.2°’de verilmektedir.
Literatiirde glutatyon peroksidaz aktivitesi {izerine organik ve inorganik bilesiklerin
etkisi i¢in Isp degerinin hesapladigini gosteren olduk¢a simirli sayida calisma
bulunmaktadir (Cizelge 4.2). Literatiir taramalar1 sonucunda elde edilen Iso degeriyle
bu calismada kullanilan BDG’ler i¢in hesaplanan Isy degerleri karsilastirildiginda
glutatyon peroksidaz aktivitesini en fazla inhibe eden maddenin giberellik asit
oldugu ve bunu sirasiyla BNOA, 4-hidroksi-2,3-transnoneral ve mepiquat kloriiriin

izledigi bulundu.

Cizelge 4.2 Glutatyon peroksidazin inhibisyonuna ait I5, degerleri

Inhibitorler Iso (mM) Referanslar
4-hidroksi-2,3-transnoneral 0,12 [29]

BNOA 0,09 Bu caligmada
Mepiquat kloriir 0,97 Bu caligmada
Giberellik asit 1,14x107 Bu calismada

4.4.3 Glutatyon Rediiktazin inhibisyonu icin Hesaplanmus Isy Degerleri

Cizelge 4.3, bu calismada ve literatiirde glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi
izerinde inhibisyon etkisi gosteren cesitli organik ve inorganik bilesiklere ait Is
degerlerini gostermektedir. Cizelgeden goriildiigii gibi farkli maddelerin glutatyon
rediiktaz aktivitesi lizerindeki inhibisyon gii¢lerinin farkli oldugu goriilmektedir. Metal
iyonlan icin elde edilen Isy degerleri organik bilesikler icin elde edilen degerlerle
kiyaslandiginda metal iyonlarmin glutatyon rediiktaz aktivitesi iizerindeki inhibisyon
giiclerinin oldukga diisiik oldugu sdylenebilir. Cizelgedeki Isy degerlerinden en giiclii

inhibitoriin bu calismada kullanilan BNOA’nin oldugu bulundu.
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Cizelge 4.3 Glutatyon rediiktazin inhibisyonuna ait I5y degerleri

Inhibitorler Iso (mM) Referanslar
Siilfanil asetamin 0,59 [30]
Seftriakson sodyum 2,88 [30]
imipenem 4,54x10 [30]
Seftazidim 2,71 [30]
Ornidazol 22,44 [30]
Ketoprofen 7,42 [30]
Lornosikam 0,35 [30]
Dikloferak sodyum 7,27 [30]
Teroksikam 15,11 [30]
Rifamisin SV siilfat 0,21 [30]
Vankomisin 6,62 [30]
Kloromfenikol 2,75 [30]
Sefuroksim sodyum 19,88 [30]
Pb*? 1,1x10” [31]
Hg" 20 [31]
Cu* 252 [31]
Cd* 37,3 [31]
Fe* 209 [31]
A" 229 [31]
BNOA 3,53x10™ Bu calismada
Mepiquat kloriir 3,13x10™ Bu calismada
Giberellik asit 3,36XIO'1 Bu calismada

4.4.4 Glutatyon S-transferazin inhibisyonu icin Hesaplanms Isy Degerleri

Glutatyon S-transferaz aktivitesi iizerine mepiquat kloriir, BNOA ve

giberellik asitin inhibisyonu

icin hesaplanmis Isp degerleri Cizelge 4.4’de

verilmektedir. Cizelgeden goriildiigii gibi kullanilan BGD’ler iginde en giiglii

inhibitoriin giberellik asitin oldugu ve bunu sirasiyla BNOA ve mepiquat kloriiriin

izledigi bulundu. Literatiir taramasi sonucu glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi
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tizerinde inhibitor etkisi gosteren maddeler i¢cin hesaplanmis Isy degerleri de Cizelge
4.4’de verilmektedir. Bu cizelgedeki tiim verilerin karsilagtirilmasi sonucunda
glutatyon S-transferazin en etkin inhibitoriiniin hematin oldugu ve bunu giberellik

asit ve etakrinik asitin izledigi bulundu.

Cizelge 4.4 Glutatyon S-transferazin inhibisyonuna ait sy degerleri

Inhibitorler Iso (mM) Referanslar
Etakrinik asit 1,9x10” [32]
Hematin 3,0x10™ [32]
S-heksilglutatyon 2,510 [32]
Indol-3-asetik asit 9,7x10" [32]
S-metil glutatyon 8,6x10™ [32]
PH;-R 1,0x107 [33]
BNOA 1,1x10™ Bu caligmada
Mepiquat kloriir 1,26 Bu calismada
Giberellik asit 8,9)(10’4 Bu ¢alismada

4.4.5 Katalazin inhibisyonu icin Hesaplanmus Iso Degerleri

Mepiquat kloriir, BNOA ve giberellik asitin katalaz aktivitesi {izerine etkisi
icin ve literatiirde katalaz inhibitorler icin hesaplanmis Isy degerleri Cizelge 4.5
verilmektedir. Cizelgeden goriildiigii gibi incelenen tiim inhibitorler icerisinde en

etkin inhibitoriin BNOA oldugu bulundu.
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Cizelge 4.5 Katalazin inhibisyonuna ait Isy degerleri

Inhibitorler Iso (mM) Referanslar
KCN 71 [34]
Azit 0,33 [34]
Hidroksilamin 0,19 [34]
BNOA 4,96x107 Bu calismada
Mepiquat kloriir 5,510 Bu calismada
Giberellik asit 6,13x1 0! Bu calismada

4.4.6 Siiperoksit Dismutazin Inhibisyonu icin Hesaplanms Isy Degerleri

Cizelge 4.6’daki Isp degerleri incelendiginde maddelerin inhibisyon

giiclerinin farkli oldugu goriilmektedir. Bu calismada ve literatiirde elde edilen

sonuglar kiyaslandiginda siiperoksit dismutaz enzimi i¢in en etkin inhibitoriin ligand

oldugu ve bunu BNOA’nin izledigi bulundu.

Cizelge 4.6 Siiperoksit dismutazin inhibisyonuna ait I5y degerleri

Inhibitorler Iso (mM) Referanslar
Fenol-2,20-[(1R,2R)-1,2-sikloheksanediylbis[(E)- 3,2x10™ [35]
nitrilometilidin] |bis[6-(1,1dimetiletil)-4-metoksi

Okarion 108 (EUK108) 2,1x10° [35]
Okarion 113 (EUK 113) 1,9x107 [35]
[Mn(ABCDSA)CI] 1,9x107 [36]
[Mn(Salen)Cl] 2,5x107 [36]
Ligand 1,5x10” [37]
BNOA 2,4x10™ Bu calismada
Mepiquat kloriir 3,5x107 Bu calismada
Giberellik asit 2,6x1 02 Bu caligmada
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4.5 Sonuclar

Bu calismada elde edilen sonuclar asagida maddeler halinde verilmektedir:

1. Bitki gelisim diizenleyici maddelerin antioksidan enzimler iizerinde inhibitor
olarak hareket ettigi,

2. Inhibitérlerin inhibisyon giiciiniin enzimler igin farklilik gosterdigi,

3. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon S-transferaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz antioksidan enzimleri
i¢in en etkin inhibitorlerin sirasiyla giberellik asit, giberellik asit, BNOA,
giberellik asit, BNOA ve BNOA oldugu;

4. Bu calismada elde edilen degerler literatiirde metal iyonlarn icin elde edilmis
Iso degerleri ile kiyaslandiginda BGD’lerin oldukc¢a giiclii inhibitorler
olduklar1 bulundu.

Sonug olarak tarimda bitki gelisim diizenleyiciler olarak kullanilan mepiquat
kloriir, BNOA ve giberellik asit gibi maddeler ilagclamanin yapildig1 bolgede yasayan
veya bu bitkileri farkli yollarla biinyelerine alan canlilarin glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz,
katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim aktiviteleri iizerinde olumsuz
etkiler gostermektedir. Tarimda ve seracilikta yaygin bir sekilde kullanilan bu bitki
gelisim diizenleyicileri bitkilerde o6zellikle de sebze ve meyvelerde tam yikima
ugramadan depolanmakta, bdylece bu besinlerin hayvanlar ve insanlar tarafindan
alinmasiyla da bitki biiyime diizenleyicileri canli dokularda birikmektedirler. Bu
veya benzer sekillerde viicuda alinan BGDler, viicutta farkli yollarla olusan serbest

radikallere kars1 viicudun kendisinin savunma direncinin azalmasina neden olacaktir.
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