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ISKORPIT BALIGI SOLUNGAC DOKUSUNDAN GLUTATYON
REDUKTAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE METAL
INHIBISYONUNUN iNCELENMESI

0z:

Bu ¢alismada iskorpit balig1 solunga¢ dokusundan glutatyon rediiktaz enzimi
literatiirde ilk kez kismi olarak saflastirilmis ve agir metal iyonlarinin enzim akti-
vitesi {izerindeki etkileri belirlenmistir. Saflastirma islemi homojenat hazirlanma-
s1, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz olarak {i¢ asamada gergeklestirilmistir.
Calisma sonucunda optimum pH 6.5, optimum substrat konsantrasyonu 2 mM
NADPH ve optimum tampon 400 mM KH,PO, olarak bulunmugtur. Kismi saf-
lagtirma sonrasinda agir metal iyonlar1 olarak Ni**, Zn** ve Cd**’nin inhibisyon
etkileri aragtirilmig ve agir metallerin IC_ degerleri sirastyla 31 pM, 56 uM ve 74
uM olarak hesaplanmistir. En giiglii inhibitoriin ¢inko oldu tespit edilmistir.

Anahtar Kelime: Enzim Saflagtirilmasi, Glutatyon Rediiktaz, Iskorpit Baligs,
Metal Iyonlart.

ek
ABSTRACT

PURIFICATION AND METAL INHIBITION OF GLUTATHIONE
REDUCTASE ENZYME FROM GILL TISSUE OF SCORPIONFISH

In this study, glutathione reductase enzyme was partially purified from gill tis-
sue of scorpion fish and the effects of heavy metal ions on enzyme activity were
determined. The purification process was achieved in three steps as preparation of
homogenate, ammonium sulfate precipitation and dialysis. As a result of the study,
optimum pH 6.5, optimum substrate concentration 2 mM NADPH and optimum
buffer 400 mM KH_PO, were determined. After partial purification, the inhibition
effects of Cd*?, Ni*?, Zn*? as heavy metal ions were investigated. The IC, values of
heavy metals were calculated as 74 uM, 31 uM, and 56 uM, respectively. The most
potent inhibitor was determined to be zinc.

Keywords: Enzyme Purification, Glutathione Reductase, Metal fon, Scorpion
Fish.
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1. GIRIS

Iskorpit balig1 (Scorpaena porcus), Scorpaenidae familyasinin bir iiyesi arasin-
da yer almaktadir. Ulkemizde en yaygin olarak Akdeniz ve Karadeniz bélgelerinde
yagam gostermektedir. 1000 m’ye kadar derinliklerde yasayan Iskorpit balig1 s1§ ve
alglerle kapli bolgeleri tercih etmektedir (Aksiray, 1987). Denizlerdeki kirlilik esas
olarak deniz canlilarinda ve tortullarda birikmektedir. Bu nedenden dolay1 besin
zinciri yoluyla da insanlara gegmektedir (Aksakal ve ark., 2021). Baliklar en yiik-
sek trofik seviyeyi en ytiksek sucul ekosisteminde isgal etmektedir (Hisar ve ark.,
2006). En 6nemli kirletici faktorlerden biri olan agir metaller, insan saglig1 {izerin-
de olumsuz etkilere sahiptir ve oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) tiretimini indiikleyebilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri lipitler, proteinler ve
DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar vermektedir (Siktar ve ark., 2011). Sonug ola-
rak canli viicudunda reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan oksidatif hasar1
gidermede en 6nemli ajan antioksidanlardir (Bayir ve ark., 2011).

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu 6nleyen ve neden olduk-
lar1 hasari tamir eden savunma sisteminin en 6nemli iiyesi olarak bilinirler (Sen ve
ark., 2010). Canli hiicrelerin yasaminin devamliligi, karmagik biyokimyasal reaksi-
yonlarin dengesine baghdir. Bu dengeyi bozacak faktérlerden kaynaklanan endo-
jen/eksojen bilesikler hiicre yikimina neden olmaktadir (Demirdag ve ark., 2012).

Dogal bir indirgeyici molekiil olan glutatyon (GSH), hiicreler tarafindan ok-
sidatif strese karst kendilerini korumak i¢in kolayca kullanilabilir. ROS’a karst bu
koruyucu etki, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerle etkilesi-
me girerek saglanmaktadir (Mate, 2000). GSH, bir antioksidan olmasinin yani sira
hiicrenin detoksifikasyon sisteminde, gen ekspresyonunda ve regiilasyonunda da
rol oynamaktadir (Townsend, 2003).

Glutatyon metabolizmasinda 6nemli bir enzim olan glutatyon rediiktaz (EC
1.8.1.7; GR), birgok reaktif elektrofil i¢in giiclii bir sekilde niikleofilik olan indir-
genmis glutatyon formunun korunmasi i¢in énemlidir (Calberg ve Mannervik,
1975; Sentiirk ve ark., 2009). Flavin bir enzim olan GR, glutatyon disiilfiti (GSSG)
indirgenmis formuna (GSH) indirgeyerek hiicreleri oksidatif stresten korumak
icin bir antioksidan gorevi gormektedir (Meister ve Anderson, 1983). Ozellikle
karacigerde 6nemli bir role sahip olan indirgenmis glutatyonun (GSH), ila¢ ve de-
toksifikasyonu ve hidrojen peroksitlerin uzaklagtirilmas: reaksiyonlarinda 6nemli
bir etkiye sahiptir. Bunun nedeni detoksifikasyon olaylarinin karaciger mikrozom-
larinda bulunan sitokrom P-450 sistemi tarafindan saglanmasidir (Beutlar, 1963).
GR enziminin katalizledigi reaksiyonlarin bilinen en 6nemli hedeflerinden biri,
hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranini korumasidir (Kocaoglu ve ark., 2019).
Glutatyon perdoksidaz enziminin katalizledigi, hidroperoksitlerin detoksifikasyo-
nu ve diger bazi bilesiklerin indirgenmesiyle olusan GSSG i¢in glutatyon rediiktaz
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hiicre i¢i glutatyonun indirgenme-yiikseltgenme olayinda 6nemli bire role sahiptir
(Toribio ve ark., 1996). Bu katalitik siiregte kullanilan NADPH kaynagi, NADP+
bagimli malat dehidrogenaz ve pentoz fosfat yolundan kaynaklanmaktadir (Ekinci
ve Beydemir, 2009; Levy, 1979). Pentoz fosfat dongiisiiniin 6nemli bir iiriint olan
NADPH, indirgeyici biyosentezde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, hiicre-
nin oksidatif hasara kargi korunmasina da yardimei olmaktadir (Townsend ve ark.,
2003).

GR ve GSH eksikligi hiicrede oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu eksiklik
Alzheimer, Parkinson, karaciger ve akciger hastaliklari, orak hiicreli anemi, HIV,
AIDS, kanser, inme, sizofreni ve diyabet gibi birgok hastaliga neden olmaktadir
(Townsend ve ark., 2003; Wu ve ark., 2004).

Cevremizde dogal olarak ve su kiitlelerinde bulunan metaller dogal ve antro-
pojenik nedenlerden kaynaklanmaktadir. Cesitli metaller ve kimyasallar, inhibitor
etkileri agisindan ¢esitli enzimler tizerinde test edilmistir (Durdag: ve ark., 2016).
Cok fazla endiistriyel problemler nedeniyle cevredeki agir metal birikimi ciddi bir
sorun haline gelmistir (Bewley, 1980). Diisiik miktarlarda bile toksik etki gosteren
agir metaller viicuda agiz, solunum ve deri yoluyla girmektedir. Bobrek, karaciger,
barsak, akciger ve deri gibi bosaltim yollarina 6zel bir miidahale olmadig1 siirece
atilamazlar. Bunun sonucunda agir metallerin neredeyse tamami biyolojik orga-
nizmalarda birikmektedir. Bu metaller canli biinyesinde birikerek tiroid nérolojik
hastaliklari, otizm ve kisirlik gibi 6nemli hastaliklara yol agmaktadir. Yiiksek kon-
santrasyonlara sahip agir metaller hayvanlari, bitkileri ve insanlar1 olumsuz yénde
etkilemektedir. Ozellikle agir metaller, akuatik canlilarda serbest radikallerin olu-
sumunu baglatmakta ve arttirmaktadir. Bu yiizden serbest radikallerin olusturdu-
gu hasar1 6nlemek amaciyla kontrol altinda tutulmalidir (Isik ve ark., 2015; Fidan
ve ark., 2015; Tas ve ark., 2019; Kelestemur, 2012; Valavanidis ve ark., 2006). Agir
metaller ve metal iyonlarinin enzim-substrat ve kofaktor afinitesini etkileyen de-
giskenler {izerinde de etkisi bulunmaktadir. GSH1n gegici olarak titkenmesine ve
antioksidan enzimlerin inhibisyona neden olan metal iyonlarinin da enzim aktivi-
tesini etkiledigi bilinmektedir (Tandogan ve Ulusu, 2010). Ayrica Glutatyon rediik-
taz enziminin, GSSG konsantrasyonu diisiik oldugunda metal iyonlarina oldukg¢a
duyarli oldugu bilinmektedir (Garcia ve ark., 1993).

Bu calismada agesitli hastaliklarin tedavisinde hedef gosterilen glutatyon re-
diiktaz enziminin Iskorpit balig1 (Scorpaena porcus) solungag dokusundan kismi
saflastirmasi ve gevrede bol miktarda bulunan agir metallerin inhibisyon kinetigi-
nin incelenmesi hedeflenmistir.

https://doi.org/10.7161/0muanajas.1226399 d



iskorpit Balig Solungag Dokusundan Glutatyon Rediiktaz Enziminin Saflastirilmasi ...

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Kimyasallar

Saflagtirma islemi icin kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich’ten satin alin-
mustir. Diger tiim dereceli kimyasallar Merck'ten temin edilmistir.

2.2. Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesi

5 farkli balik 6rneginden solungag dokular: alindi (Sekil 1 ve 2). Alinan solun-
gac dokularindan 5.935 g tartilarak havanda siv1 azot igerisinde par¢aland. Fizik-
sel parcalama iglemine tabi tutulduktan sonra 50 ml falkon tiip icerisine almarak
tizerine ImM EDTA + 0,15 M KCI igeren 0,1 M KH,PO, pH (7,6) tamponu eklene-
rek 45 ml'ye tamamlandi. Daha sonra +4°C ‘de 10000 xg de 60 dk boyunca santrifiij
islemi yapildi. Santrifiij isleminden sonra siizge¢ kagidindan stipernatant ve ¢oke-
lek kismu birbirinden ayrilarak enzim aktivitesine bakildi. Enzim tayini spektrofo-
tometrik yontemle NADPH’nin oksitlenmesine bagli olarak, 340 nmde absorbans
azaligina gore belirlendi. Olgiimler Kinetics ratede 340 nmde 3 dk boyunca yapildi
(Calberg ve Mannervik, 1985).

Sekil 1. Iskorpit balig1 (Scorpaena porcus)

Figure 1. Scorpion fish (Scorpaena porcus)
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Sekil 2. Iskorpit balig1 solungag dokusu

Figure 2. Gill tissue of scorpion fish
2.3. Amonyum Siilfat Céktiirme ve Diyaliz

Igili proteinin baska proteinlerden ayrilmas islemlerinde ya da proteinlerin
deristirilmesi islemi i¢in amonyum siilfat ((NH4),SO,) ¢oktiirme islemi yapilmis-
tir. Iskorpit balig1 solunga¢ dokusu ekstrat1 %0-100 ¢oktiirme araligina tabi tutul-
du (Sekil 3). Yapilan ¢oktiirme sonucunda %60-80 araliginda doygunluga ulasarak
enzimin aktif oldugu aralik belirlendi. Cokelti KH,PO, (400 mM; pH:6.5) tamponu
icinde ¢oziildil. Belirlenen araliktan sonra protein ¢ozeltisinin tuzlardan arindi-
rilmasi igin diyaliz islemi yapildi ($ekil 4). Daha sonra 40 mM KH,PO, (pH: 6.5)
tamponu i¢inde 2 saat boyunca diyaliz edildi.

Sekil 3. Amonyum siilfat islemi

Figure 3. Ammonium sulfate process
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Sekil 4. Diyaliz islemi

Figure 4. Dialysis process
2.4. Enzimin Kinetik Parametrelerinin Karakterizasyonu

Saflagtirilmis enzim tzerinde kinetik ozellikleri belirlemek i¢in farkli pH,
substrat ve iyonik siddet kosular1 incelenmistir. Enzimin kinetik parametrelerinde
optimum iyonik siddet 400 mM KH,PO, tamponu, optimum pH 6,5 ve optimum
substrat konsantrasyonu 2 mM NADPH olarak bulundu.

2.5. Agir Metallerin in Vitro Etkileri

Agir metallerin iskorpit balig1 solunga¢ dokusu GR tizerindeki etkilerini deger-
lendirmek i¢in reaksiyon ortamina gesitli konsantrasyonlarda agir metaller ilave
edildi. Enzim aktivitesi degerlendirildi ve agir metal icermeyen bir deney kontrol
olarak kullanildi (%100 aktivite).

Farkli konsantrasyonlardaki (Zn(NO,),), Ni(NO,),, Cd(NO,), tuzlarinin so-
lunga¢ dokusu GR enzim aktivitesitizerindeki etkileri spektrofotometrik olarak
olgiildii. Tipik polinom regresyon yazilimi kullanilarak, her bir agir metal igin ak-
tivite ylizdesine kars1 inhibitér konsantrasyon grafigi ¢izilmistir. Enzim aktivitesini
%50 oraninda engelleyen agir metal konsantrasyonlari (IC, ) belirlenmis ve Tablo
1'de gosterilmistir.
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Tablo 1. iskorpit balig1 (Scorpaena porcus) agir metal iyonlar: ile GR enzim
inhibisyon verileri

Table 1. Scorpion fish (Scorpaena porcus) GR enzyme inhibition data with heavy
metal ions

Metal ion IC,, (uM)
Ni+2 31
Zn+2 56
Cd+2 74

3. BULGULAR VE TARTISMA

Glutatyon (GSH), karacigerde iiretilen ve hiicrenin sitozold, ¢ekirdegi ve mito-
kondrisinde bulunan bir tripeptittir (Liebman ve Greenberg, 1988). Glutatyonun
onemi, bitkilerde, memelilerde, mantarlarda ve baz1 prokaryotik organizmalarda
yaygin olarak kullanilmasindan anlagilmaktadir (Anderson, 1988). GSH, detok-
sifikasyona ek olarak, glioksalaz sistemi, riboniikleotitlerin indirgenmesi, tiyol:di-
stilfit degisim reaksiyonlar1 yoluyla protein ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi
dahil olmak tizere diger hiicresel reaksiyonlarda rol oynamaktadir (Mullineaux,
1997). Glutatyon rediiktaz (GR), hiicreleri serbest radikallerin zararl etkilerinden
koruyan hiicre i¢i antioksidan sisteminin temel enzimlerinden biri olan diisiik veya
yitksek molekiiler agirlikli disiilfit substratlari ile indirgenmis piridin niikleotitleri
arasindaki elektron transferini katalize etmektedir (Toribio ve ark., 1996). NADPH
aracihigiyla glutatyon distlfiirtin (GSSG) indirgenmesi GR enzimi tarafindan ka-
talize edilir (Cakmak ve ark., 2011). GR enziminin katalizledigi reaksiyonda en
onemli hedef hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranini korumaktir. Eritrosit hiicre-
lerde yaklasik bu oran 500/1dir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012). Bundan dolay1 sade-
ce GSH/GSSG oranini korumakla kalmaz, ayni zamanda reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonu gibi hiicrenin 6énemli gorevlerinin devam etmesine de destek ol-
maktadir (Cakmak ve ark., 2011). Serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda bir
denge s6z konusudur. Serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasinda
bir denge s6z konusudur. Fazla tiretilen serbest radikaller sonucunda antioksidan
savunma mekanizmalarinda bir hasar olusmaktadir. Bu yiizden serbest radikaller
ve antioksidan sistemi arasinda bozulan denge sonucunda hiicre oksidatif strese
maruz kalmaktadir (Townsend ve ark., 2003).

Proteinlerin indirgenmis formda kalmalarini saglayan GSH eritrositlerde kiire-
sel yapinin korunmasinda rol oynamaktadir. Oksidatif hasara kars1 duyarl eritro-
sitlerin GSH eksikligi sonucunda yasam siireleri kisalmakta ve hemolitik kaynakli
anemiye neden olmaktadir (Chang ve ark., 1978).
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Giiniimiizde hizli niifus artisi, kentsel atiklar, endistriyel atiklar, tarimda bi-
lingsizce kullanilan giibre ve ilaglar agir metallerin olugmasina sebep olmaktadur.
Toprak, deniz ve akarsulara karigan bu agir metaller canlilarin maruz kalmasiyla
hiicrede antioksidan enzimlerin inhibisyonuna ve oksidatif hasara bagl olarak or-
ganizmalarda birtakim sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu makalede iskorpit balig1 (Scorpaena porcus) solungag dokusundan glutatyon
reditktaz enzimi kismi saflagtirma islemine tabi tutulup bazi karakteristik 6zellikle-
ri incelenmigtir. Kismi saflagtirma islemi sirasiyla homojenat hazirlama, amonyum
stilfat ¢6ktiirme islemi ve son olarak diyaliz islemi ile gerceklestirilmistir.

Saflagtirma islemi ilk olarak homojenat hazirlama islemiyle gerceklesti. Ha-
zirlanan solunga¢ dokusu homojenatlarina %0-100 araliklarinda amonyum siil-
fat ¢oktiirme islemi yapildi. Yapilan ¢oktiirme isleminde GR enziminin %60-80
araliginda ¢oktiigii belirlendi. Kismi bir saflagtirma yontemi olan amonyum siilfat
¢oktlirme igleminde birgok safsizliklar giderilerek proteinler daha derisik hale ge-
tirildi. Erat (2002) sig1r ve insan eritrositlerinden GR enzimi i¢in amonyum siilfat
araligini %30-70, Acan ve Tezcan (1989) koyun beyni i¢in GR enziminin amon-
yum siilfat araligini %35-55, Ulusu vd. (2005) koyun karacigerinden %0-60 aralik-
larinda bulmugstur. Coktiirme isleminden sonra ortamdaki iyonlar: uzaklastirmak
amaciyla diyaliz islemi gerceklestirildi. Kismi olarak saflagtirilan enzim tizerine
Zn**, Ni*%, Cd* agir metalleri uygulanmistir. Uygulanan agir metallerin IC_ de-
gerleri sirasiyla 56 pM, 31 uM, 74 uM olarak hesaplanmigtir. IC50 degerlerinin
grafikleri Sekil 5-7 ve Tablo 1 de belirtildi.
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Sekil 5. Farkli agir metal konsantrasyonlarinda iskorpit baligi GR enzimi i¢in
% aktivite-[Ni*?] regresyon analiz grafikleri

Figure 5. Activity % [Ni*?] regression analysis graphs for Scorpionfish (Scorpaena
porcus) GR enzyme in the presence of different heavy metal concentrations.
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Sekil 6. Farkli agir metal konsantrasyonunlarinda iskorpit baligi GR enzimi
i¢in % aktivite-[Zn**] regresyon analiz grafikleri

Figure 6. Activity %-[Zn**] regression analysis graphs for Scorpionfish (Scorpaena
porcus) GR enzyme in the presence of different heavy metal concentrations
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Sekil 7. Farkli agir metal konsantrasyonlarinda iskorpit baligi GRenzimi igin
%aktivite-[Cd+2 ] regresyon analiz grafikleri

Figure 7. Activity %-[Cd+2 | regression analysis graphs for Scorpionfish (Scor-
paena porcus) GR enzyme in the presence of different heavy metal concentrations

Yapilan ¢alismada karakterizasyon islemi gerceklestirildi. GR enziminin op-
timum pH:6.5, optimum substrat 2 mM NADPH ve optimum tampon 400 mM
KH2PO4 olarak bulunmustur. Literatiirde sigir eritrosit GR enzimi i¢in optimum
iyonik siddet 435 mM fosfat tamponu, koyun karacigeri i¢in 50 mM Tris olarak
bulunmugtur (Erat, 2002; Ulusu vd, 2005). Farkl: tiirlerden yapilan ¢alismalarda
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ise GRlerin optimum pH’sinin 6.5-8.5 araliginda oldugu tespit edilmistir (A¢an,
1990; Ogiis ve Ozer, 1991; Ogus ve Ozer, 1998; Willmore ve Storey, 2007; Tekman
vd, 2008).

Dogada bulunan agir metallerin etki ettigi zararlar ¢caliymanin 6nemini goster-
mektedir. Clinkii ¢evresel problemler sonucu ortaya ¢ikan agir metaller toprak, su
ve denizlere karisarak canli ekosistemine zarar vermektedir. Ozellikle denizlerde
ve akarsularda biriken agir metaller sucul canlilarin maruz kalmasina neden ol-
maktadir. Sucul canlilarin maruz kalmasi sonucunda bu agir metaller besin alimi
vasitastyla da insanlara gegmektedir.

Ekinci ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, gokkusagi alabaliginin karacigerin-
den izole ettikleri GR enziminin Co*?, Zn*?, Ca*?, Fe*?, Mn*?, Cr*’, Sn*? ve Mg*? agir
metalleri ile inhibisyon etkilesimini incelemistir. Agir metallerin IC50 degerleri
sirastyla 42.2 uM, 63.1 pM, 357 uM, 486 uM, 508 uM, 592 uM, 657 pM olarak
bulunmugtur. Tekman ve ark., (2008) yaptiklari bir caligmada ise Gokkugag1 alaba-
liginin (Oncorhynchus mykiss) karacigerinden saflagtirdiklart GR enzimi iizerine
uygulanan Cd*?, Cu*?, Pb*?, Hg*?, Fe*’ ve Al** agir metallerinin inhibisyon kinetigi
incelenmistir. IC50 degerleri sirasiyla 65.5 uM, 82 puM, 122 pM, 509 uM, 797 uM
ve 804 uM olarak bulunmustur. Yusuf ve Ciftci, (2017) tarafindan tavuk bobre-
ginden saflagtirilan GR enzimi tizerinden yapilan ¢alismada ise Ni*%, Zn*2, Pb*?,
Hg+2, Ag* ve Al** agir metallerin enzim {izerinde inhibisyon etkilerini belirlemis-
lerdir. IC50 degerleri ise sirasiyla 337 uM, 191 uM, 168 pM, 187 pM, 289 puM olarak
bulunmustur.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore GR enzim aktivitesi tizerinde me-
tal iyonlarimin IC50 degerleri kiigiikten biiylige dogru Cd**> Zn**> Ni*?geklinde-
dir. Dolayisiyla enzimi en giiglii inhibe eden metal, Ni*? iyonu olarak belirlenmistir.

4. SONUC

Sonug olarak bu ¢aligmada solunga¢ dokusu GR enziminin metal iyonlari ile
diistik mikromolar konsantrasyonlarda inhibe oldugu saptanmustir. Canli hiicre-
lerde antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir enzimi olan GR, ¢esitli agir me-
tallerle inhibisyonu organizmada olumsuz etki birakmistir. Bu nedenle bir¢ok pa-
tolojik durumun ortaya ¢ikisinda etkin rol oynamaktadur. iskorpit baligi solungag
dokusundan kismi olarak saflastirilan GR enzimi hayati 6neme sahip olan GSH/
GSSG oranini kontrol altinda tutmaktadir. GR enzimini inhibe ederek bu dengeyi
bozabilecek bu metallerin kullaniminda dikkatli olunmali ve kullanimi kontrol al-
tinda tutulmalidir. Bu galisma, Iskorpit balig1 solungag dokusundan GR enziminin
kismi saflagtirilmasi, karakterizasyonu ve kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi baki-
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mindan literatiirde ilk kez gerceklestirilmistir. Caliymamizdan elde edilen bulgular
antioksidan enzim ¢aligmalarina katk: saglayacaktir.

Cikar Catismast:

Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
Etik:

Bu ¢aligma etik kurul onay1 gerektirmez.

Yazar Katki Oranlari:

Caligmanin Tasarlanmasi (Design of Study): KI (30), ES (70)
Veri Toplanmasi (Data Acquisition): KI (30), ES (70)

Veri Analizi (Data Analysis): KI (30), ES (70)

Makalenin Yazimi (Writing up): KI (30), ES (70)

Makalenin Génderimi ve Revizyonu (Submission and Revision): KI (30), ES (70)
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