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kontrol edebilir ve lezzetini koruyabilir ve
deki etkileri

as trildi

Kimulasyonlari. HA ve

i . Termodinamik parametreler, hidrojen

er. tamamen,

plarak kullanilabilir.

s imler ve

Humik asit (HA) aras tirildi. D3 nin sahip oldud@ gésterilmis tir.

Antioksidan &zellikler ve gecik{] da kalitesini artirabilirler.
oksidasyon. Tamamen, kesin sonuglara varmak icin daha fazla aras tirma yapilmasi garanti edilir,

HA ve FA, gida endustrisinde sadece gptioksidan ajanlar olarak dedl, ayni zamanda

tirozinaz inhibisyonu icin eris nak olarak.
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(FA'lar), humin ve hiimik asitler (HA'lar) (Pefia-Méndez ve digrleri, 2005;

Tan, 2014). Humin suda ¢ 6ziinmez, serbest formdaki HA biles ikleri suda bazik ve nétr
Enzimler canli organizmalg siyonlart hizlandirir ve biyolojik ¢ 6zeltilerde ¢ ézlilebilirken, FA
sureglerde dnemli rol oyn serbest formdaki biles ikler, tim pH degrlerinde suda ¢ ézllebilir. Genel olarak, HA'lar,
Tirosinaz (EC 1.14.18.1), b e ve prokaryotlarda yaygin olarak dagtilan siraslyla HA'lardan daha az karbon ve daha fazla oksijen i¢ceren FA'lardan daha buyuktur
iki is levli ve glikosile edil (Albers ve digrleri, 2008; Christl ve digrleri, 2008). Humik maddeler, polielektrolit bir
Tirosinaz, katalitik dong bhiptir, yani bu bakir iceren enzim, sirasiyla yaplya sahip, kimyasal olarak karmas 1k ve amorf bir yapiya sahiptir. HA'larda, énemli
difenollerin ve mono fenq ve hidroksilasyonunu katalize eder tibbi veya farmasdtik ozelliklere sahip biles ikler vardir.
(Gheibi ve digrleri, 2015; 020). Do@l olarak, L-3,4-dihidroksifenilalanin

@inu gostermis tir.
htuar, antiaging ve
igrleri, 2019; van
ins 1klik énleyici ve
edir (Kinoshita ve

021). FA'lar, HA'lardan daha
Oaha dus Uk ortalama molekuler
enk ve aromatiklik gosterir (Li ve

Fin ve digerleri, 2008, 2009), Cry1Ab proteini

Fe digrleri, 2012) ve sigr serumu digrleri ile

) aras tirilmis ve elektrostatik etkiles imlerin yani
belirtilmis tir.

idaz ve stperoksit dismutaz aktivitesine kars 1

fi, 2017).

nis dadlima sahip veya organik maddeler

onemi 150 yili as kin stredir kabul edilmektedir.
addeler onerilmektedir. Himik biles iklerin
ortak gostergesiyle uyumlu olarak, bu biles ikler
daylar olabilir. Bu nedenle, bu calis mada,

bi ve do@l kaynaklarin ve bunlarin etkili biles iklerinin
harika bir potansiyele sahip olabilmesi nedeniyle,
FA) arasindaki etkiles imler ) aras tirilmis tir. Bu

a endustrilerinde tirozinaz aktivitesine kars 1 pratik

liyofilize toz, 3600 U/mg, (riin No. T3824), 3,4-
hlanin (L-DOPA), fulvik asit (C14H1208, toz, Uriin No. 25195, S ekil 1a)
, (riin No. 53680, S ekil 1b) Sigma Co., St. Louis, MO, ABD'den temin
Biyokutlenin degrli maddelerinden biri olan humik maddeler (HS) edilmis tir. Na2HPO4 ve NaH2P0O4 Merck Co., Aimanya'dan temin edilmis tir. Tum

kire, topraktaki birg ok kimyasal ve fiziksel suregten sorumludur. Himik maddeler, denemeler fosfat tamponlu salin (PBS; pH 6.8; 10 mM) icinde yapildi. Tampon, Barnstead

hayvan ikrobiyolojik kaynakli yiiksek molekdiler kitleli maddelerin indan ¢ift damitilmis su ile hazirlandi (ER = 18.3 MQ).

org
Top in yapisal olarak ézelles mis bir elementidirler.

Hu goriye ayrilir: fulvik asitler
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Pashah ve digrleri,

leri

nm ¢ &zanurlik ve 20 nm dk-1 hizh

izm Spektrometresi, Model 215, ABD

¢ 6zeltisine (17 mg/ml) FA (12 pM) veya HA
mlari, bir kuvars hucre ve 1 yol uzunlud@
boyu aralignda de@rlendirildi. mm. CD

imi (CDNN, strim 2.1) CD spektrumlarini

D) simulasyonu

D407) ve humik asidin (giris kodu:

5, NCBI PubChem Biles ik Veritabanindan
51 (PDB ID: 2Y9X), RCSB Protein Data
etilmis tir. Ligand icin izin verilen

arama alani koordinat 1 ayirt etmek

akicin AutoDg Rrogrami
igrleri,

Enlg 6 1zgara
gerg ra fulvik asit-
inen dis Uk
aat eden en iyi poz,

ildi.
ogrami (sirum 4.5.4)
Glasyonlar icin CHARMM 36
— LB faaor o n iRy A oo ve digerleri, 2001). 3 noktali (TIP3P) su

ve numune hacmi sabit T ondurlcu absorpsiyonundan Uretilen olekuler potansiyelde aktarilabilir olarak, tiroz inaz, FA-

emisyon ve uyarma sinyalleri zayiflamasindan etkilenen i¢ filtre darbe A\-tirozinaz kompleksleri, tiroz inazin en uzak atomundan
dizeltmesiicin Denklem 1 uygulandi (Hekmat ve di@rleri, 2021): 10 A uzaklikta bir kiibik kutu iginde ¢ ézuldu. Céziictyi nétralize etmek

icin sisteme klorur (Cl-) ve sodyum (Na+) iyonlari eklendi. Daha sonra

0 mM CaCl2 ve NaCl eklendi. En dik inis yontemi
F.. =Foblar  10(Abex+Abem) 2, m L o )
erji minimizasyonu gercgekles tirildi. Sistemlerin

misyon dalga boylarinin yani sira emisyondaki karis 1m e izin vermek icin, tim solventler 1 ns MD simulasyonu

esans
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izotermal-izobarik (NPT) Y- kesme = — = + — )
tirozinaz adr atomlari {§ Brtiamalarini kulland

kanonik (NVT) topluly, ligni 300 K'de sabitlemek icin

Nose-Hoover termos| di. Ayrica sistem basincini 1 km egmiv—maks = % (3)
bar'da tutmak igin P basing es leme yontemi

kullaniimis tir. Son d elenmis sistemler i¢in, MD

simulasyon is lemi, ¢in 2 fs'lik zaman adimlariyla iki [ST1+Km

kez gercekles tirildi pzinaz ve HA-tirozinaz 16507 im_ km . “

ile

etkiles imlerini incel hsyon aracilidyla GRO-MACS

Irastyla 2.43 ve

nanopartikullerin

IC50 ile
rildignda,

P’ D oldudinu tespit

az inhibitorleri) bildirilen

€n ve digrleri, 2016;

eri, HA icermeyen tirozinaz

K icermeyen tirozinaz baganmasi

e kadar kug Uk olursa, badanma

€ ayrica enzim aktivitesini inhibe etmek

dar az olur. Bu nedenle, digr inhibitorlerle

e digrleri, 2017; Zolghadri ve digrleri,

li inhibitor etkiler gostermis tir. FA ile

elis mis inhibe edici aktivite, kii¢ Uk

hzin konumlandirildig farkli bélmelere

esans ¢alis malari

belirgin inhibitdr etkisi, bu iki inhibitérin
bilecedni gésterdi. HA ve FA ilave

Gncul yapisindaki degs imler, floresan
onformasyonel degds iklikler hakkinda
bir aromatik

A ve FA

oresansi, tirozinazda icg
ir. 27 ve 37°C'dg

KIN emis 2 ekil 3a-
|

Marg i¢sel

sondurulebilecedni
biyomolekul
Ozinaz konformasyonel
®tirozinazin herhangi bir
Pelirtiimelidir. Tirosinazdaki

Polaritesinin ¢ok az etkilendigni ortaya

orneklerdir. A ¢ ozeltileri eklendignde, tirozinaz floresans emisyonunun

[HA] veya [FA]'ya kars 1 Y-kesis imi ve egminin ikincil replotlari rinde belirgin bir kayma olmamis tir. Bizim
lineerdi (S ekil 2'nin ekleri), bu, HA ve FA'nin tirozinaz tzerinde tek bir

badanma bdlgesine veya ayni badanma bdlgeleri grubuna sahip

olabil rir. I nhibisyon sabitleri (Ki ), HA ve FA'nin serbest uclar Yin ve ark. Kimde var

tiro rigin etkiles im faktordi (a) ve yari maksimum Ik tipte inhibe eden ftalik asidin eklenmesinden sonra

x,em degrinde belirgin bir kayma tespit etmemis tir
,2011).

in asyon (IC50) , Denklem 2-4'ten elde edildi
(Bu nski, 2003).
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S EKI L 2 HA (a) ve FA (b) varigmeea tirozinaz inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk gra nsantrasyonlari 2, 6, 9 ve 12 uM idi. L-DOPA
konsantrasyonlari 0.1, 0.5, 1 ve ayrica 1.5 uM idi. Ekler, egm grafidni veya dikey kel nhibitdr konsantrasyonlarini belirtir. Cizgiler, dogusal en

kig Uk kareler uyumu kullanilarak ¢izildi.

3.3 ondirme mekanizmasi Al veya [FA] cekildi. S ekil 3e, f'deki eklerde gésterildig gibi,
neysel Stern-Volmer ¢izimi pozitif bir sapma gésterdi. Sonug
dirme, dinamik sondirmenin yani sira statik 'nin tirozinaza baganma mekanizmasi, esas olarak floresan
iniflandirilir. Tirosinazin HA ve FA'ya badanma eksin olus umu (statik séndirme) yoluyla bas latildi (Hekmat
mekaniz elirlemek i¢in floresan yodinluk verileri klasik Stern-Volmer $2021).
denklemi (Denklem 5) (Zhang ve digrleri, 2014) araciliyla de&rlendirildi.
Tirozinazda badmsiz ve es de@r badanma gruplarinin oldud varsayilarak,

FO her iki sicaklikta da HA-tirozinaz ve FA-tirozinaz igin n (badanma yeri sayisi) ve

—=1+KSV[Q]. ®)

F KA (badanma sabiti) de@rleri belirlendi. Denklem 6 ile birlikte (Lu ve digrleri,

2016), KA ve n hesaplandi (Tablo 1).
Bu denklemde, F, FO Ksv ve [Q], sirasiyla séndurici (HA veya FA) ile floresan
yo@nlud@, séndurtct olmadan floresan yod@inludi, Stern-Volmer sondirme

sabiti ve HA veya FA konsantrasyonlaridir. Denklem 5'i uygulayarak , O F 6)
glntokF—=logkA + nlog [Q].
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370 390 410 430

dalga boyu (nm)

027°C
®37°C

y=1,184x-0,9163

1952x - 0,5634
g’ = 0,97

y=1,1248- 1,0293 R =
09975

—
;G"H/m//

¥=09503x -2,5853 R
09382

0.4 0.6 0.8 1 12

350 370 390 gunliik [Fulvik asit]

dalga boyu (nm)

S EKI L 327°C (a) ve 37°C (b)'de ces itli HA konsantrasyonlari eklendikten sonra tirozinazin floresan emisyon spektrumlari; ve FA'nin 27°C (c) ve 37°C (d)'de.
Serbest tirozinazin floresan emisyonu (1), artan inhibitér konsantrasyonlari (2-5) ile floresan séndirme. Deds ken HA (e) ve FA (f) konsantrasyonlarinin
varlignda tirozinazin degs tirilmis stern-Volmer grafid. Ek, ¢es itli inhibitér konsantrasyonlarinin varlignda klasik stern-Volmer tirozinaz grafigni gosterir.
Veriler, G¢ badmsiz 6l¢ im + SD aracilidyla elde edilir.

n deri, reaksiyon stokiyometrik sayisidir ve tirozinazin yiizeyindeki 1:1'lik bir eklenti, yani bir molekil HA veya FA'nin bir molekul tirozinaz ile
eris ilebilir badanma bélgelerinin miktarini gésterir (Hekmat ve di@rleri, 2022). birles mesi ve tirozinazdaki sadece bir bdlgenin HA veya FA'ya reaktif olmasi.
Analizimize gore, her iki sicakliktaki n de@rleri neredeyse 1'e es itti, bu da HA Bu sonug, bir sistemin molekdiler populasyonunun her iki sicaklikta da

veya FA'nin badanabilecegni dus undurdr. neredeyse es it katkida bulundudinu énermektedir.
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TABLO 1 FA-tirozinaz k

sadayan ( "KA"yi arttira yonel degs ikliklere neden olabilir. Bu

fenomen, sicaklign sulu bir ortamdaki hidrofobik etkiles imlerin glicinu

rolini gosterir. Buna kars 1lk, baganma is lemi esas olarak hidrojen bagve/

veya elektrostatik etkiles imlerle bas latiliyorsa, KA degrinin dis Grdlmesinin

tespi ir (Hekmat ve digrleri, 2021). Bdylece, hidrojen bag,

FA' nmasinda ana roll oynar. Bununla birlikte, hidrofobik

ku ile baganmasinda énemli bir rol oynar.

3.4 | Badayic kuvvet tayini

KA , mutlak sicaklik (T) ve evrensel gaz sabiti (R) kullanilarak standart Gibbs
serbest enerji deds imi (AG°), Denklem 7'den belirlenebilir (Ahmad ve digrleri,

2011; Hekmat ve Saboury, 2019) :

artirabilmesi nedeniyle, HA-tirozinaz bagama is leminde hidrofobik kuvvetlerin

E

Journal of
Food Biochemistry -Wl L
G° AH®

Y 7/12

5|
(Mol 1K 1)

-828,42

%

ablo 1). AG*'
endilignden
denklemi (Denklem 8)

) de&rleri belirlendi

8

iteraturie uyumlu olarak, AS° < 0, AH® < 0 ise hidrojen bag etkiles imde ana
etkiyi gergekles tirir ve AS® >0, AH° > 0 ise ana kuvvet hidrofobik etkiles imdir
e Saboury, 2019).).

A-tirozinaz etkiles iminde, AS® ve AH® derlerinin pozitif
fobik kuvvetin temel bir rol oynadigni géstermektedir
boury, 2019; Moosavi-Movahedi ve digrleri, 2004).

iles iminde, negatif AS® ve AH° derleri hidrojen bagnin ana

es tirdigni gosterir.

3.5 | I kincil yapi analizi

Tirozinazin CD spektrumlari, ~222 nm ve ~212 nm'de iki negatif maksimum
gosterdi (S ekil 4), bu da n-1t*

gecis inyanisira a-sarmal yapisinin 1t - 1t * gegis i
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tirozinaz (Yang ve digrleri, tirozinaz aktivitesi (Anantharaman ve digrleri, 2016; Fan ve digrleri, 2017; Yang

eklenmesinden sonra, tirq I bir bant kaymasi olfMadan ve digrleri, 2016; Yu ve digrleri, 2019). Bununla birlikte, bazi literatlirde inhibitérler
azaldi, bu da a-helikal ya neis aret ediyor. Tablo 2'de tirozinaz aktivitesini iyi bir etkinlikle inhibe etmelerine ragnen tirozinazin ikincil
g6sterildig gibi, tirozina p.7 a-helikslere, %11.3 p-yapraklara, yapisini deds tiremezler (Mu ve di@rleri, 2013; Yu ve dirleri, 2019). Bu nedenle,
%19.8 B-donis lere ve 9 allara sahipti. HA ve FA'nin HA'nin moralini bozamayacag sonucuna varabiliriz.

eklenmesinden sonra, { hs| tirozinazin ikincil yapilarini énemli élg Gide diizenler, ancak tirozinaz aktivitesi
sirasiyla %46,5 ve %44, ve FA sonuglarinin kars ilag tirlmasi, Gzerinde dnemli bir etkiye sahiptir. Aksine FA, tirozinaz aktivitesinin ikincil yapisi
FA'nin enzim yapisinda daha fazla etkiledigni géstermektedir. Uzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ve bu nedenle tirozinaz aktivitesini inhibe

Sonug, tirozinazin ami birles en HA veya FA'nin hidrojen bag edebilir.

a bdlgeleriile
e sonuglari, HA ve FA'nin
cal/mol en dus Uk badanma
¥. Genel bir kural olarak, enzim-inhibitor
best enerjisinin MD simulasyonu igin

Flidir (Farasat ve digrleri, 2020; Jamali ve digrleri,

ibitor komplekslerinin sayisi $ ekil 5'te
rina katilan tirozinaz kalintilarini ve bunlarin

le gosterir. Hidrofobik kuvvetlere katilan ligand

s

The324(A)

ve FA'nin molekdler yerles tirme modeli. HA-tirozinaz (a) es tirme modelinin 2B projeksiyonu. $ ekil LigPlot'ta
laktivite merkezine yanas an HA (c) ve FA (d)'nin 3B haritasi!
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uzunlug: 3,18 A). HA vé@ nlud:: 2.97 A), Asn-81 (baguzunlug:
3.08, 3.05 ve 3.14 A), Tyr 65 (baguzunlud: 2.92 A) kalintilari arasinda bes
hidrojen bag tespit edildi. HA-tirozinaz etkiles imiigin 2 kalinti (Glu-322 ve
Ala-80) hidrofobik etkiles ime dahil edildi, ancak FA-tirozinaz etkiles imiigin

3 kalinti (Thr-324, Thr-80 ve Ala-80) hidrofobik etkiles ime dahil edildi.

yoluyla sistem dengesini hesaplamak igin kullanilan
etkili bir . RMSF degri, yapisal dalgalanmalar ve enzim esneklig
hakkinda daha iyi bir fikir sunar (Farasat ve digrleri, 2020). Yukarida belirtilen
komplekslerin RMSD raporlari, sistemlerin yaklas ik 5 ns sonra stabilize
edildigni ortaya koyan S ekil 6a'da gésterilmektedir. Simulasyonun son 5
ns'sinde serbest tirozinaz, HA-tirozinaz ve FA-tirozinazin ortalama RMSD
degrleri sirasiyla 0.28, 0.26 ve 0.25 nm idi. Substrat-tirozinaz ve HA-tirozinaz

veya FA-tirozinaz arasindaki RMSD farklari 0.2 nm'nin altindaydi.

Journal of

Food Biochemistry

e

18000

20000

licretsiz tirozinaz

FA-tirozinaz

HA-tirozinaz

nin RMSD

dalgalanmalari

Bzinazin RMSF degrleri § ekil
erildig gibi, amino asit kalintilart igin her
ari dis inda es it RMSF degrlerine sahipti. Yukarida
ilardaki substrat-tirozinaz kompleksi dalgalanmasi, HA-tirozinaz
veya FA-tirozinazdakinden farkliydi. Bu, HA veya FA'nin varlignda, enzimin bu
kalintilarin yakininda, tirozinazda kg ik dalgalanma ve esneklik olus turan

varlignda oldudindan daha az esnekli@ sahip oldud anlamina gelir.

Bildigmiz kadariyla bu aras tirma, tirozinazin FA veya HA ile etkiles imlerini
agiklamaya calis anilk aras tirmadir. Bulgular, FA ve HA'nin glic i inhibisyon
aktivitesi sergiledigni ve bu biles iklerin tirozinaz aktivitesini karis 1k tipte
inhibe ettigni gosterdi. Termodinamik analiz, CD spektroskopi analizi ve MD
aras tirmasi, hidrofobik etkiles imin HA-tirozinaz badanmasinda ana itici guig

oldudinu gésterdi. Ancak, FA'da



Machine Translated by Google

012 L WILEY V

Ve tirozinaz etkiles imi, hidrog ikincil

yapilarina 6nemli 6l Gide z3 m aktivitesi Uzerinde buyuk bir

etkisi oldu. Tersine FA, tirg Disi Uzerinde énemli bir etkiye sahiptir

ve tirozinazin katalitik ak{ b neden olabilir. Ayrica, bir tirozinaz

molekill ve tirozinazda birles tirilmis bir FA veya HA molekdld,

FA veya HA'ya reaktiftir. biles ik de farkli mekanizmalarla

tirozinaz aktivitesini inhil Dbaha 6nce, HA ve FA'nin antioksidan

ozelliklere sahip oldudi vj u geciktirerek gida kalitesini artirabileced

gésterilmis tir.

Ahmad, E., Rabbani, G., Zd ®.. Re M., K MM ve Ashraf, MT
(2011). Spektroskopi, kalorimetri ve biyoinformatik ile incelenen insan serum
albuminin enantiyomerik ve izoelektronik kirleticilere stereo secicilig. PLoS
Bir, 6(11), €26186. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0026186 Albers, CN,
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