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Glutatyon rediiktaz (Glutatyon: NADP", oksidorediiktaz, E.C 1.8.1.7.; GR) enzimi Gokkusag:
Alabalik karacigerinden saflastirildi. Saflastirma islemi homojenatin hazirlanmasi, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi olmak {izere 3 basamakta
gerceklestirildi. 13,957 EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip olan GR enzimi %47,28
verimle elde edildi. Enzim i¢in optimum pH, stabil pH, optimum sicaklik sirasiyla 7,5, 8,0, 10°C
olarak bulundu. Ayrica NADPH ve GSSG substratlari i¢in Ky ve V. degerleri sirasiyla 0,055,
0,025 mM ve 0,143, 0,098 EU/ml olarak belirlendi. Tiim saflastirma basamaklar1 sonucu enzim
840,78 kat saflastirildi ve enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 340 nm ‘de Beutlar
metoduna gore Olgiildii. Buna ilaveten NADP" ve GSH icin Lineweaver-Burk grafikleri
yardimryla K; sabitleri sirastyla 0,295 ve 10,17 mM olarak bulundu. Bunun yanisira Gékkusagi
Alabalik karacigeri GR aktiviteleri iizerine bazi metallerin (bakir, civa, demir, kadmiyum,
aliminyum, kursun) inhibitér etkileri incelendi. Karaciger dokusu GR enzimi aktivitesinin
%50’sinin inhibe edildigi baz1 metal konsantrasyonlart GR enzimi i¢in elde edildi. Daha sonra,
bu maddeler icin K; degerleri Lineweaver-Burk grafiklerinden hesaplandi.

2007, 65sayfa

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz, karakterizasyon, saflastirma, gokkusagi alabaligi,

metal iyonlari



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE REDUCTASE
ENZYME FROM RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss) LIVER TISSUE AND
INVESTIGATION OF THE INHIBITION EFFECTS OF SOME METALS ON ENZYME
ACTIVITY
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Deparment of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof.Dr.Hasan OZDEMIR

Glutathione reductase (Glutathione: NADP" oxidoreductase, E.C 1.8.1.7; GR) was purified
from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) liver. The purification consisted of three steps,
preparation of homogenate, ammonium sulphate fractionation and 2°,5’-ADP Sepharose 4B
afinity chromatography. GR enzyme was obtained with a yield 47,28% having a specific
activity of 13,957 EU/ml proteins. Optimal pH, stable pH, optimal temperature were determined
as 7,5, 8,0, 10°C respectively, Also Ky and V..x values were determined for NADPH and
GSSG substrates 0,055, 0,025 mM and 0,143,0,098 EU/ml respectively. The overall purification
was about 840,78 fold for liver GR. Enzymatic activity was spectrofotometrically measured
according to Beutler method at 340 nm. In addition, K; values were determined by means of
Lineweaver-Burk graphs obtained as 0,295 and 10,17 mM, NADP® and GSH respectively.
Besides, the inhibitory effects of different some metals (copper, cadmium, iron, mercury,
alumunium, lead) on rainbow trout liver GR activities were investigated. Some metals
concentrations, inhibited 50% of tissue GR enzymes activity, were obtained for GR enzymes.
Then, K; values for these substances were also calculated from Lineweaver-Burk graphs.
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1.GIRiS

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran ve higbir yan iiriin olusturmadan %100 iiriin verimi saglayan
biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin en Onemli ozellikleri katalizleme giicleri ve
spesifiklikleridir. Katalitik RNA molekiillerin kiigiik bir grubu harig¢ tutuldugunda biitiin

enzimler protein yapisindadir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Biyokimya alaninda gilinlimiize kadar en ¢ok aragtirma yapilan konu enzimlerdir.
Enzimler sagliktan endiistriyel konulara kadar uygulama alan1 bulmustur. Kataliz olay1
ile ilgili ilk denemeler 1760—1825 yillar1 arasinda midedeki enzimatik sindirim {izerine

yapilmustir.

Belirli bir enzim tizerindeki ilk ¢alisma 1860 yilinda Pasteur tarafindan yapilmis ve
fermantasyon olayinin enzimlerce yiiriitiildiiglinii ispat etmistir. Bu ylizden enzimler

i¢in “Ferment” terimi kullanilmustir.

Buchner kardesler 1897’li yillarda maya hiicrelerinde alkolik fermantasyonu katalize
eden enzimleri elde etmeyi basardilar. Bu bulgu enzimlerin aktivite gostermeleri igin

hiicre i¢cinde bulunmalarinin sart olmadig1 ortaya koymustur.

Enzimoloji alaninda en 6nemli gelisme 1926 yilinda Summer’in iireaz enzimini “Jack
Bean” bitkisinden elde edip kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik

oldugunu ortaya koymasidir (Keha ve Kiifrevioglu 2000, Lehninger et al. 2000)

Northrop 1930 yilinda pepsin’i saf ve karakterize halde elde etmeyi basarmistir. Bu
arastirma sonucunda enzimlerin protein yapisinda oldugu herkes tarafindan kabul

edilmeye baslandi1 (Goziikara 1989)



Giliniimiizde 2000 kadar enzim tanimlanmis, birgogu saflastirilmis, karakterize edilmis
ve 200’den fazla enzim de kristallestirilmistir. Yapilan genetik caligmalar ve hiicre
icindeki kimyasal reaksiyonlarin ¢esitliligi daha bir ¢ok enzimin kesfedilmedigini
gostermektedir. Biitiin canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir.
Enzimler canli hiicrelerde sentezlenir ve hiicre, canliligini yitirdikten sonra uzun siire
etkili kalirlar. Katalitik etkileri hiicreye bagli degildir. Enzimler, protein yapisinda

olduklarindan protein 6zelliklerine sahiptirler.

Enzimlerin, ilizerinde etkili olduklar1 ve iirline doniistiirdiikleri bilesiklere “Substrat”
denir. Baz1 enzimler substrat adinin sonuna “—az” son eki getirilerek adlandirilirken,
bazilar1 da ilk bulucularinin ortaya attiklari isimlerle tanmir. Ornegin; fosfataz, {ireaz,
tripsin ve pepsin gibi. Ancak bu isimlerin ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik
bilgi verdiginden Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir
siniflandirma yapilmistir. Ayrica her enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi

Oongorilmiistiir (Keha ve Kiifrevioglu 2000; Lehninger et al. 2000)

Enzimlerin katalizleme giigleri “Turnover Sayis1” adi1 verilen bir degerle ifade edilir ve
birim zamanda bir mol enzimin {iriine doniistiirdiigii substratin mol sayis1 demektir.
Bazi enzimler, katalizleme isini kendi baglarina yapabilirler. Bazilar1 ise “Kofaktor”
denilen gruplara ihtiya¢ duyarlar. Kofaktor, bir metal iyonu olabildigi gibi “koenzim”
denilen kompleks bir organik bilesikte olabilir. Bazen aktivite i¢in her ikisi de
gerekebilir. Kofaktore sahip enzimlere “Holoenzim”; enzimin protein kismina ise

“Apoenzim” denir.

Enzim aktivitesini yani enzimli reaksiyon hizlarina etki eden faktorleri soyle
siralayabiliriz:

a.Substrat konsantrasyonu

b.Enzim konsantrasyonu

c.pH

d.Iyonik siddet

e.Inhibitor ve aktivatorlerin varligt



f.Sicaklik

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan
azaltilmas: hatta yok edilmesi olayina “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan

bilesiklere “inhibitor” denilir.

Inhibitérler genellikle kiiciik molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya iyonlardir.
Enzimatik aktiviteyi kontrol eden en kiigiik molekiiller biyolojik sistemler iizerinde
biiyilk Olclide kontrol sagladiklari i¢in Onemlidirler. Enzim inhibisyonu biyolojik
sistemlerde basli basina bir kontrol mekanizmasi olusturdugu i¢in 6nemlidir. Bir¢ok

kimyasal madde ila¢ ve zehirli bilesikler de fonksiyonlarini bu yolla gerceklestirirler.

Enzimatik inhibisyon, doniisimlii ve doniisiimsiiz olmak tiizere baslica iki sekilde

siiflandirilir.

Doniisiimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitdr, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. Vo, (enzimatik
reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, Ky (enzimin substrata ilgisini

gosteren sabit) degismeden kalir.

Doniistimsiiz  inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor
etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir.

Doniistimlii inhibisyon ii¢ grupta incelenir:

1)yarigsmal1 (kompetitif) inhibisyon

ii)yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

1ii)yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon

Doéniistimlii inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif) inhibisyondur. Yarismali
inhibitdr yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece

substratin enzime baglanmasi dnlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla



inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin V.« degeri degismezken, Ky

degeri artar.

Yine doniisiimlii tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitor ve substrat
enzim molekiiliine ayni anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigini gosterir. Yarigmasiz bir inhibitor, etkisini; bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diislirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor
arasinda yarigma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon
ortadan kaldirilamaz. Enzimin Vi, degeri azalirken, Ky sabit kalir. Substrat ve
inhibitor, farkli bolgelere baglanabildiginden enzimin iki c¢esit inaktif kompleksi

meydana gelir.

Bir bagka doniisiimlii inhibisyon tipi de yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime baglanamaz. Sadece enzim — substrat (ES)
kompleksine baglanir. Tek substratli sistemlerde yari yarigmali inhibisyona nadir

rastlanir. Daha ¢ok birden fazla substrath enzimler i¢in gecerlidir.

Enzim—substrat—inhibitér (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yar1 yarigmali
inhibitoriin varliginda Vy,.x azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla S kompleksi
ortamdan siirekli ¢ekileceginden enzim ve substrattan ES kompleksinin olusumu

dengesini daha fazla saga kaydirir ve Ky degeri kiigiiliir.

Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 6zel bir ¢esidi olan lineer karisik tip
inhibisyon doniisiimlii inhibisyon cesitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda enzim,

substrat ve inhibitoriin baglanma denge sabitleri farklilasmaktadir.

Bir¢ok multienzim sistemi net reaksiyon hizlarin1 kendileri diizenleme kapasitesine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda seri reaksiyonlarin son {iriinii belirli bir konsantrasyona
eristiginde sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu

enzimlere “allosterik enzimler” denir ve bu olaya da “feed-back” inhibisyonu adi



verilir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitorlerin
enzime baglanmasiyla degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki
etkilesimlerle allosterik inhibisyon olay1r meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen

bilesiklere “modiilatér” denir.

Homotropik allosterik enzimlerde enzimin substrat1 bizzat pozitif modiilator olarak etki
yapar. Heterotropik allosterik enzimlerde enzim substrattan baska bilesikler tarafindan
etkilenmektedir. Baz1 allosterik enzimler, homotropik—heterotropik karakterde olup
modiilatorlerden birisi bu enzimin substrati, digeri baska bilesiklerdir. Allosterik

enzimlerin kinetigi Michaelis—Menten kinetiginden farklilik gosterir.

Inhibisyon cesidinin ve K; sabitinin belirlenmesi icin en ¢ok kullanilan ydntem,
Lineweaver—Burk grafikleridir. Bu yontemde 1/V—1/[S] grafikleri sabit inhibitor ve bes
farkli substrat konsantrasyonunda ¢izilir. Kesim noktalarinda degerlendirmeler yapilir.
Kj sabitlerinin bulunmasinda ikinci yol Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en az iki
basit substrat konsantrasyonunda 1/V—[I] grafigi cizilerek kesim noktalarindan K;

sabitleri hesaplanir (Keha ve Kiifrevioglu 2000; Lehninger et al. 2000).

Genellikle enzim aktivatdrleri kiiclik iyonlar veya fazla biiyiik olmayan molekiillerdir.
Bunlar kofaktorlerin aksine kataliz olayina her zaman katilmazlar. Aktivatorleri iki
grupta toplamak miimkiindiir. Birincisi sadece substratla birleserek aktivator roli
oynayan bilesiklerdir. Ikincisi ise serbest enzimle birleserek aktivatdr rolii oynayan

bilesiklerdir.

Bir tripeptid olan glutatyon, gerek prokaryot gerekse Okaryot hiicrelerde, hiicre ici
serbest siilfthidril gruplarinin biiyiik bir boliimiinii olusturan ve en 6nemli (protein

yapisinda olmayan) tiyoldiir. Okside ve rediikte olmak tizere iki formda bulunur.
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Sekil 1.1.a.Indirgenmis glutatyon yapis1 ,GSH, (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin)
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Sekil 1.1.b. Okside glutatyonun yapis1 ,GSSG, 2 (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin)

Ik olarak 1888 yilinda Roy — Pailhade tarafindan maya hiicresinde bulunarak
“filothian” olarak adlandirilmistir. 1921°de Hopkins tarafindan saflastirilarak
kristallendirilmistir ve bugiinkii ismi verilmistir (Zubay 1988; A¢an 1990).

Glutatyan, hiicrede ATP gerektiren iki ardisik reaksiyon ile sentezlenir. Bu reaksiyonlar1
(y-glutamil sistein senentetaz . (y-GSS) ve glutatyon sentetaz (GS)) enzimleri katalizler

(Richman and Meister 1975; Toribio et al. 1996; Mistra and Griffith 1998).



L — Glutamat + L — sistein + ATP—55 [ — y — Glutamil — L — sistein + ADP + Pi

L — y — Glutamil — L — sistein + Glisin+ ATP—2— GSH + ADP + Pi

Normal kosullarda indirgenmis glutatyan hiicrelere gore degismekle beraber 0,5 ile 10
mM diizeyinde bulunur (Kondo et al. 1980; Arrick and Nathon 1984; Shahet And
Beutler 1986; Ceoper 1997).

Indirgenmis glutatyon enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla okside glutatyona
(GSSG) doniisiir. Bu doniisiim 6zellikle peroksitlerin par¢alanmasinda ve enzimatik

transhidrojenasyon sonucu gerg¢eklesmektedir.

Glutatyon yapisinda bulunan—SH gruplar1 ile oksitleyici ajanlarin bozucu etkilerine

kars1 hiicreyi korumaktadir. Dolayisiyla glutatyonun diisiik konsantrasyonunda bazi

metabolik olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun belirlenen gorevlerinden

bazilar1 sunlardir:

e Serbest radikallerin ve reaktif oksijen iiriinlerinin inaktivasyonu

e Hemoglobin ve spektrin gibi membran proteinleri ve ¢esitli enzim proteinlerinin
tiyol gruplarinin korunmasi

e Ksenobiyotiklerin , bazi antineoplastik ilaglarin ve baz1 metabolik son iirlinlerin
konjugasyonla detoksifikasyonu

e DNA ve protein sentezi

e Aminoasit transportu

e Insiilin gibi baz1 proteinlerin disiilfiir baglarinin koparilmasi ve bdylece proteinlerin
konformasyonlarinini degismesi

e Hiicre igerisinde sistein deposu olarak bulunmasi

e Bazi enzimlerin reaksiyonlarinda rol oynamasidir (Demir 1994; Knapen ef al.

1999).



Indirgenmis glutatyon antioksidatif reaksiyonlarda 6nemli gérevler yaptig1 icin
oksidasyona sebep olan serbest radikaller ile reaktif oksijen {irlinlerinin ve de
metabolizmadaki rollerinin bilinmesi gerekir. Enzimatik savunma sistemlerinde
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon perokidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimler

rol oynamaktadir.

Ik olarak 1818 yilinda hayvan dokularinda H,0,’nin parcalanarak oksijen agiga ciktig
Thenard tarafindan bulunmustur. 1901°de Loew bunun spesifik bir enzim olan katalaz

tarafindan katalizlendigini gostermistir.

Glutatyon peroksidaz (GPX), hidrojen peroksiti ve organik hidroperoksitlerin (lipit
hiroperoksit ve DNA hidroperoksit) GSH ile indirgenmesini katalizler (Rotrucuk et al.
1973). Glutatyon peroksidazin H»0,’ye kars1 Ky degeri daha yiiksektir.

Glutatyon S transferazlar (GST) elektrofilik ksenobiyotiklerin niikleofilik GSH ile

konjugasyonunu katalizleyen enzimlerdir. Reaksiyon;

R+GSH - sR-S-G

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi (E.C.1.8.1.7) ilk defa 1951°’de tanimlanmistir. Bu
enzim diisiik veya yiiksek molekiil agirlikli disiilflir substratlar ile indirgenmis piridin

nikleotidleri arasinda elektron transferini katalizler.

GSSG + NADPH + H" < s2GSH + NADP"

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyonun bilinen en énemli hedeflerinden
biri hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranini korumaktir. Bu oran eritrosit hiicrelerinde
yaklagik 500/1°dir. Bu oranin daha diisiik oldugu zaman eritrosit hiicreleri hemoliz

olmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2000). Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi,



Ozellikle hidroperoksitlerin detoksifikasyonu diger bazi bilesiklerin indirgenmesi
sonucu GSSG olustugu icin glutatyon rediiktaz hiicre ic¢i glutatyon indirgeme —
yiikseltgeme olayinda merkezi bir role sahiptir. Glutatyon rediiktaz, GSH/GSSG oranini
yiikselterek hiicre ici —SH/—SS oranini korur (Torinibo 1996).

Glutatyon rediiktaz klinik kimyada karaciger ve kanser hastaliklarinin belirlenmesinde,
beslenmede, riboflavin yetersizliginin Ol¢limiinde ve bazi genetik eksikliklerin

belirlenmesinde kullanilmaktadir (Beutler 1984).

Cesitli baliklarin organ fizyolojileri hakkinda bir¢ok bilgi bulunmaktadir. Organlarin
yapisal ve metabolik fonksiyonlar1 arasinda kiigiik farkliliklar bulunmasina ragmen
genelde benzer Ozellikler tasimaktadirlar. Karaciger tiim baliklarda biiyiik bir yapiya
sahiptir; fakat kimi baliklarda viicut agirhiginin %20'si kadar asir1 biiyiikliikte
olabilmektedir. Baliklarda karaciger genelde midenin iizerinde uzanir veya mideyi
kismen sarar bir sekildedir. Temel olarak iki lop’lu sekilde bulunmakla birlikte bazi
baliklarda ii¢; alabalikta ise tek lop’ludur. Bu loplardan safra kesesine giden iki ayri
kanal mevcuttur. Karaciger ayni zamanda baliklarda yag, glikojen A ve D
vitaminlerinin depolandig1 yerdir. Karacigerin iire ve diger azotlu bosaltim maddelerinin

olusumuyla ilgili 6nemli metabolik rolii de vardir (Demir 2006).

Giliniimiizde canlilar ister istemez degisik kimyasal maddelerin etkisine maruz
kalabilmektedirler. Bu durum, ozellikle insanlarin ¢alisma ortamlar1 gibi bulunduklari
ortamlarin 6zelliginden kaynaklandig1 gibi, hi¢ boyle bir ¢alisma atmosferi ile baglantisi
olmadig1 halde yine insanlarin meydana getirdikleri atiklar yiiziinden basta insanlarin
kendisi ve diger organizmalar da 6nemli Olgiide etkilenmektedirler. Bilhassa gelismekte
olan iilkelerde cesitli fabrikalardan meydana c¢ikan atik maddelerin eliminasyonu
topraga gomiilerek veya havaya verilerek yapilmaya ¢alisilmaktadir. Bunun sonucunda
agir metaller gibi bircok toksik madde topraga, suya, oradan bitkilere ve daha sonra da
hayvan ve insanlara gegmektedir. Bu yiizden giinlimiizde 6zellikle insan aktivitelerini
etkileyen bu maddeler kullanilarak yapilan c¢aligmalar popiilaritesini korumaktadir

(Celik et al. 1996; Norris et al. 2000; Blasko and Puppo 1999; Ekinci et al. 2006).
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Agir metaller yerkabugunda dogal olarak bulunurlar. Bozulmaz ve yok edilemezler.
Kiiciik bir miktara kadar viicudumuza gidalar, igme suyu ve hava yolu ile girerler, Iz
elementler gibi bazi agir metaller (6rnegin; bakir, selenyum, ¢inko) insan viicudunun
metabolizmasini siirdiirmek i¢in gereklidirler. Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda

toksik olabilirler (http://www.lenntech.com/heavy-metals.html).

Agir metaller tehlikelidir c¢linkii biyobirikme egilimlidirler. Biyobirikim zamanla
biyolojik bir organizmada bir kimyasal konsantrasyonunun, kimyasalin dogadaki
konsantrasyonuyla karsilastirildiginda artmasi1 demektir. Bilesikler herhangi bir
zamanda canli biinyesinde birikebilirler ve onlarin viicudu alinmalar1 ve depolanmasi,

metabolize edilmelerinden veya atilmalarindan daha hizlidir.

Agir metallerden kaynaklanan gida zehirlenmeleri ¢ok nadir goriilmekle birlikte, bu
durum genelde g¢evresel kirlenmeden sonra meydana gelmektedir. Boyle bir ¢evresel
kirlenmenin en iyi bilinen 6rnegi 1932 — 1955 yillan1 arasinda Japonya’da meydana
gelmistir. 1932'den itibaren, Japonya'da Chisso's kimyasallar1 tarafindan civa iceren
lagim Minimata sahiline serbest birakilmisti ve bu da civanin deniz {iriinlerinin
viicudunda birikmesine sebep olmustu. Daha sonra burada yasayan halkta civa
zehirlenmesi gozlenmis ve bunun nedeni olarak civa ile kirlenmis baliklarin tiiketimi
gosterilmisti. 1950'lerde bu bolgede toplam 500 6liim vakasi kaydedildi. Bu olaydan
sonra; Japonya, endiistri diinyasinin en kati ¢evresel kanunlarini ¢ikardi ve hastalik da
Minimata sendromu olarak literatiire ge¢mis oldu (http://www.lenntech.com/heavy-

metals.html).

Pb*% Hg™, Cu™, Zn™ gibi agir metaller suda ¢ok az miktarlarda bulunmalarina ragmen
bu maddelerin hepsi suda yasayan hayvanlar i¢in toksiktir. Cogu 1 ppm sinirinda
oldiirticiidiir. Cinko normal miktarlarda bazi enzimatik fonksiyonlar i¢in gereklidir ve
birgok proteinlerde yap1 elementi olarak bulunur. Bakir bazi enzimlerde bulunur ve pek
cok omurgasizin kan proteininde solunum pigmenti halinde mevcuttur. Cinko ve bakir

ozellikle deniz baliklarindaki protozonlardan meydana gelen hastaliklarin tedavisinde
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kullanilir. Burada metalin toksik etkileri bir siire sonra CaCOj ile ¢okelmeyle giderilir.
Cinko ve bakir baliklarda asir1 salgilanmaya neden olur ve baliklara zararli olan bazi
organizmalar dldiiriirler. Selatlagsma bakirin baliklara karsi zehirliligini azaltir. Ornegin
sitrik asitle selatlasan CuSOy4 daha az toksiktir. pH = 6-8.5 arasinda selatlasma bakirin
%90"1min suda ¢oziilmiis kalmasini saglar. Selatlagsmis bakir, bakirin uzun siire ¢oziilmiis
miktarlarda kalmasi istendiginde denizde uygulanir. Fakat bir¢cok bakteriler, hastaliktan
koruyucu diizeylerde bakira diren¢ gosterdiklerinden organik selatlar1 kademeli
bozundururlar. Boylece Cu™ iyonlari karbonat iyonlariyla birleserek ¢oker. Baliklarda
goriilen agir metal zehirlenmelerinde bakir, solunga¢ yiizeylerinde c¢o6ziinmeyen
organometalik bilesikler olusturur. Diger bir goriise gore solungaclar i¢indeki proteinler
kimyasal bozunmaya ugrar. Ayrica bakirin, deniz baliklarimin kan ve dokularinda
toplandig1 gozlenmistir. Pb(NO;),, ZnSO4 ve HgCl, ¢ozeltilerine konmus bazi tath su
baliklarinda solunum hizinin arttigi goriilmiistiir. Bu esnada oksijen harcama hizinda
diisme olur. Artan solunum hiz1 bakirla muamele edilmis sulardaki baliklarda goézlenir.
Agir metaller solungag lizerine c¢okerler ve salgiyr pihtilagtirirlar. Boylece oksijen

alinmasi zorlasir (Mutluay ve Demirak 1996).

Agir metallerin toksisitesi; pH, ¢oziinmiis oksijen, sicaklik, baligin biiyiikliigline oranla
¢Ozeltinin hacmi, ¢6zeltinin yenilenme frekansi, ¢ozeltideki diger maddeler ve sinerjik
etki gibi faktorlere baghdir. Suyun pH’s1 en dnemli faktor olabilir. Tathi sular deniz
suyundan biraz daha zayifca tamponlanmistir ve bu islem gérmiis tath su sistemlerinde
agir metal toksisitesinin etkileri goriiliir. Agir metallerin destile ve yumusak sularda sert
ve bazik sulara gore daha toksik oldugu sanilmaktadir. Yiiksek miktarda ¢oziinmiis
oksijen, bakirin toksik etkilerini bir dereceye kadar azaltarak solunumu kolaylastirir. Su
yiizeyinin kuvvetli bir sekilde karigtirilmasi, suyun pH'sini diisiirecek ve bakin ¢oziiniir
halde tutacak olan serbest CO, birikimini onler. Sicaklik artis1 agir metallerin baliklara
karst olan toksikligini ¢ogaltir. Kursun tuzlarinin toksisitesi, su miktar1 ve baligin
biiylikliigii arttikca azalir. Ayrica kursun salgiyla balik iizerinde ¢oktiiriilerek zehirliligi
giderilir. Isleme sokulan suyun sik sik degistirilmesi de toksisiteye etki eden bir
faktordiir. Eger su degistirilmezse baliklar salgi salarak metal iyonlarini ¢oktiirerek

kismen toksisiteyi azaltirlar. iki agir metal ya da bir agir metalle baska bir madde
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arasindaki sinerjik etkiye gelince 6rnegin bakir-¢inko kombinasyonlar1 bazen tek basina
¢inko veya bakirdan daha zehirlidir. Baska bir 6rnek ise bakir ile amonyaktir. Bakir (II)
iyonlarimin amonyaga kars1 afinitesi biiyiiktiir. Bu iyonlar NHj; ile birleserek
[Cu (NHs)s]™ bakir tetramin kompleksi verir. Bu kompleks toksisite olarak bakira
esdegerdir (Mutluay ve Demirak 1996).

Baliklarin maruz kaldiklar1 stres unsurlarina (stok yogunlugu, sicaklik, oksijen v.s.)
hastalik durumuna, ¢esitli ilaglar, agir metaller ve pestisitler gibi kimyasal kirleticilere
kars1 gostermis olduklar1 fizyolojik cevaplarin anlasilmasi i¢in yapilan ¢alismalar daha
cok hemotolojik, biyokimyasal ve histopatolojik metodlara dayanmaktadir (Heath 1987;
Pickering and Pottinger 1987; Mazur and lwama 1993; Sohlberg ef al.1990; Asztalos et
al. 1990; Mughal et al.1993; Shakoori et al. 1994). Fakat kullanilan metodlarin higbiri
tek baslarina baliklarin gostermis olduklar1 fizyolojik cevaplarin anlasilmasinda yeterli
degildir. Bu nedenle bu ¢alismanin amac1 baliklarda hemen hemen her organ ve dokuda
bulunan glutatyon rediiktaz (GR) enzimini karaciger dokusundan saflagtirip karakterize
ederek yukarida belirtilen unsurlara karsi, in vitro ortamda gokkusagi alabaliginin
fizyolojik cevaplarinin tam olarak belirlenebilmesi i¢in gerekli olan temeli olusturmak
ve bazi metallerin saflastirllan GR enzimi iizerindeki etkilerini in vitro olarak

arastirmaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Glutatyon rediiktaz (Glutatyon; NADP™ oksidorediiktaz, E.C: 1.8.1.7: GR)
flavoenzimlerin piridin-niikleotid distilfit oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir. Bu
enzim glutatyon disiilfiti (GSSG) indirgenmis glutatyona (y-L-glutamil-L-sisteinil
glisinGSH)’a NADPH yada NADH’1 bir indirgeyici ajan gibi kullanarak
indirgenmesini katalizler (Miiller 1992; Giil. ef al. 2000).

GR’nin farkli kaynaklardaki mol kiitlesi 70.000-140.000 dalton arasinda degisir.
Enzimin genellikle birbirinin ayni olan iki alt birimden olustugu ve her bir alt birimine
bir FAD nin baglandig1 tesbit edilmistir. Insan eritrosit glutatyon rediiktaz enziminin

yaklagik 132.000 dalton oldugu belirlenmistir (Douglas 1987).

Insan glutatyon rediiktaz enzimi 478 amino asitten olusmustur. Insan GR enziminin,
birbirinden ayrilmasi ¢ok zor olan, mitokondrial ve stoplazmik iki formu vardir. Bu iki
izoenzim c¢ekirdekte tek genden kontrol edilmektedir. Yapilan calismalarda insan ve
fare genlerinin yiiksek oranda benzerlik gosterdigi tesbit edilmistir. Hem insan hem de
fare glutatyon rediiktaz geninde 13 tane exon bdlgesi oldugu belirlenmis 3’ve 5’
uclarinda ufak birka¢ bolge hari¢ genin tamaminin yapisi belirlenmistir (George and
Franke 1976; Tutic ef al. 1990; Tamura et al. 1996; Becker et al. 1998; Kelner and
Montoya 2000).

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonu indirgenmis hale doniistiiriicken, NADPH’dan
gelen elektronlar okside glutatyonun disiilfiir bagma direkt olarak aktarilmaz. Once
FAD’ye aktarilir daha sonra alt birimdeki 2 sistein arasinda bulunan disiilfiir kopriisiine
transfer etmek suretiyle okside glutatyona aktarilmis olur. Her bir alt birim 3 tane
yapisal alan igerir. Bunlar FAD baglayic1 alan, NADPH baglayic1 alan ve ara yiiz
alamdir. FAD alam ve NADP" alani birbirine benzer ve diger dehidrogenazlardaki
niikleotid baglayici alanlara da benzer. FAD ve NADP" izoalloksazin ve nikotinamid
halkalar1 birbirine gececek sekilde aralarinda baglanirlar. Okside glutatyon igin

baglayict alan, bir alt birimin FAD alani ile diger alt birimin ara yiiz alanindan meydana
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geldigi bilinmektedir. Reaksiyonun iki basamakta gergeklestigi onerilmektedir (Siegel
et al. 1998; Patel et al 1998; Iribarne et al. 2000).

1- E(S—S)+ NADPH + H* —> E(SH — HS) + NADP*

2— E(SH — HS) + GSSG — E(S — S) + 2GSH

Ik yar1 reaksiyonda, NADPH tarafindan enzimin indirgenmesi saglanir ve kararli bir
hal olan E(SH), formu olusur. ikinci yari reaksiyonda ise GSSG, E(SH), tarafindan
indirgenerek iki mol GSH olusur (Siegel ef al. 1998).

Enzimin katalitik mekanizmasinda amino asit kalintilar1 da goérev yapar. GSSG’nin
baglandig1 bolgede Tyrl114 ve NADPH baglama bolgelerinde ise Tyr197 amino asitleri
bulunmaktadir. insan glutatyon rediiktazindaki bu bélgeler, diger tiirlerden elde edilen
enzimlerle karsilagtirildiginda oldukga spesifik bolgelerdir. Tyr197  yiiksek
Okaryotlardan elde edilen biitiin glutatyon rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktazlarda

bulunur.

Tyr114 ve Tyrl97 enzim-substrat kompleksinin x-ray difraksiyon analizlerinde sustrat
aktif bolgeye baglandigi zaman degisiklige ugradigi belirlenmistir. Enzim {izerinde
Tyr197 yan zinciri flavin halkasinin {izerine dikey konumda bulunur. Bu diizenlenmenin
¢oziiclilerin girisini engelleyerek enzimi korudugu diisliniilmektedir. NADPH ile
baglanma Tyr197’nin ana zincire dogru hareket etmesine ve OH grubunun 6,4 A°
hareketinden dolay1 C,-Cg baglarimin ¢evresinde déonmeye sebep olur. Enzim- NADPH
kompleksinde flavin, nikotinamid ve Tyr197 halkalarinin hemen hemen paralel oldugu

belirlenmistir.

Insan GR’sinin spektroskopik, kinetik ve Kkatalitik nitelikleriyle ilgili yapilan bir
calismada aktif bolgelerdeki Tryl14 ve Tryl97 amino asitleri Leu ve Ser amino
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PR

asitleriyle yerleri degistirildiginde enzimin kinetik 6zelliklerinin biiylik 6l¢iide degistigi
belirlenmistir. Sonug¢ olarak aktif bolgedeki amino asitlerin aromatikliginin enzimin

kinetik 6zelliklerini etkiledigi belirlenmistir ( Siegel et al. 1998).

Enzimin kendi substrati olan NADPH’a ilgisinin yiiksek oldugu belirlenmistir. GR’nin
katalizledigi reaksiyon doniistimliidiir. Fakat reaksiyonun ters yonde ilerlemesi igin
ortamda yiiksek konsantrasyonda GSH ve NADP" olmalidir. In vitro sartlarda NADH
az bir afinite ile elektron ve proton saglayici olarak kullanilabilirse de NADPH
fizyolojik sartlarda aktiviteyi saglayan tek koenzimdir. Fizyolojik sartlarda reaksiyon
esas olarak tek yonliidiir ve GR bu yolla hiicre i¢erisinde GSH/GSSG oraninin yiiksek
tutulmasini saglar (Douglas 1987; Acan 1990).

Glutatyon rediiktaz enzimi domuz eritrositi, sigir eritrositi, sigan karacigeri, sigir
karacigeri, koyun beyni, koyun karacigeri gibi memeli kaynaklardan, mantar,
siyanobakteri gibi mikroorganizmalardan ve bugday, misir, bezelye ve ispanak gibi
bitkisel kaynaklardan saflagtirilmis ve karakterize edilmistir (Carlberg and Mannervik
1975;Worthington 1975; Boggaram et al. 1979; Carlberg and Mannervik 1981; Acan
and Tezcan 1989; McCallum and Barett 1995; Jiang ef al. 1995; Mullineaux et al. 1996;
Patel et al. 1998; Lamotte et al. 2000; Erat et al. 2003; Ulusu 2005 ).

GR enziminin saflagtirilmasi caligmalarinda g¢ogunlukla kromatografi tekniklerden
yararlanilmis ve bir ¢ok kromatografi teknigi kullanilmistir. Saflagtirmada. kullanilan
kromatografik teknikler basta afinite olmak iizere; iyon degisim kromatografisi,
hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisidir (Brodelius et al.

1974; Mannervik et al. 1976).

GR enziminin aktivite ol¢limii ya karisimdaki NADPH’in azalmasi yada GSH’in
olugsmas1 esasina dayanarak yapilmaktadir. NADPH’1in oranmin azalmasina dayanan
Olgiim 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilerek aktivite belirlenir. GSH

olusumuna dayanan yontemlerde ise 5,5’-ditiyo-bis-[2-nitrobenzoik asit] (DTNB)
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kullanilir ve 412nm’de spektrofotometrik olarak takip edilir (Carlberg and Mannervik

1985; Toribio et al. 1996).

Enzimin aktivitesi Olgiilirken GSSG, NADPH, uygun pH’daki uygun tampon ve
genelde 1/20 oraninda hemolizat veya homojenat kullanilmaktadir. NADH in Ky,’si
NADPH’in Ky’sinden 17 kat daha biiyiik oldugundan NADPH’1 kullanmak tercih
edilmektedir. Substrat olarak GSSG disinda CoASSG, CySSCy ve GSSO;H
molekiilleride kullanilabilmektedir. Baz1 yayinlarda 6l¢iim ortamina EDTA ve FAD’de
katilmaktadir. Aktivite 6l¢iim ortamina son eklenen madde bazi yayinlarda NADPH,
bazilarinda ise enzim Ornegidir. Enzim i¢in aktivite birimi 1lp mol NADPH’in
yiikseltgenmesine sebep olan enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Le Trang et al.

1983; McCallum and Barett 1995; Lamotte et al. 2000).

Farkli kaynaklardan elde edilen GR enziminin aktif formunun bir dimer oldugu
belirlenmigtir. Tetramer yapida enzim oldugu da bilinmektedir, fakat bu yapi1 aktif
olmayan ya da daha az aktif formdur. Insan eritrosit GR enziminin yiiksek NADPH
konsantrasyonunda inhibe oldugu belirlenmistir. Bu durum dimer yapidaki enzimin
tetramer yapiya doniismesiyle agiklanmaktadir (Rendon et al. 1986). Buzagi
karacigerinden saflastirilan enzimin PAGE’de yiiriitiilmesi sonucu biiylik bir band ve
onu takip eden kii¢iik bir band oldugu belirlenmistir. Kiiclik bandin disiilfiir baglarinin
olusturdugu agregasyondan (kiimelenme) kaynaklandig diisiiniilmiistiir. 0,2 M GSH ile
on inkiibasyona tabi tutuldugunda kiicik band gdzlenmemistir. Bu ¢alismada,
ultrasantrifiij ile enzimin mol kiitlesinin 100.000 dalton, iki alt birimli, prostetik grup 1
FAD/alt birim, izoelektrik pH’s1 6,1, Ky degeri GSSG i¢in 101+7uM, NADPH i¢in
21+1uM, optimum pH=7,0 olarak belirlenmistir ve bu enzimin amino asit dizilimi de
belirlenmistir. Buzagi karacigerinden elde edilen GR, domuz ve insan eritrositinden elde
edilen enzim ile kinetik ve elektroforetik 6zellikleri agisindan benzerlik gdstermektedir

(Carlberg and Mannervik 1981).
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Insan eritrosit glutatyon rediiktaz enzimini 2-(5 -nitrofurilvinil)-kuinolin bilesiginin 4
nolu karbonuna COOH, CONH,, CONHCH3;, CONHCH,CHj3 gibi molekiiller takilarak
tiiretilen molekdillerin inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica yapilan baska bir ¢caligmada da
nitrofurantion, 5-nitro-2-froik asit, 5-nitroindol ve 2.4,6-trinitrobenzen siilfonat gibi
nitro grubu ihtiva eden bilesiklerin de inhibe ettigi belirlenmistir (McCallum and Barett

1995; Grellier et al. 2001).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1.Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalari, B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (indirgenmis form)
(NADPH), B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (okside form) (NADP"), okside
glutatyon (GSSG), indirgenmis glutatyon (GSH), flavinadenindiniikleotid (FAD),
potasyum siyantir, potasyum ferrisiyantir, sodyum bikarbonat ve
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma Chemical Comp.’den Fluka’dan; triklor
asetik asit, sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris), amonyum siilfat,
sodyum kloriir, sodyum asetat, hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, sodyum azotiir,
gliserin, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat, potasyum asetat, potasyum klortir, etanol,
metanol, asetik asit, sodyum asetat, izopropanol E.Merc AG’den;akriamid, N,N’-
metilen bisakrilamid, coomessie brillant blue G-250, brom timol mavisi,sodyum dodesil
siilfat (SDS), Sephadex G-200, agar, amonyum persiilfat, B-merkapto etanol ve 2°,5’
ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan temin edildi.
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3.1.2.Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Satrifiij

Sogutmalr satrifiij
Sogutmali satrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Elektroforez tanki
Peristaltik pompa
Karstirici(Shaker)
Karstirici(Vorteks)
Hassas terazi
Afinite kolonu
Otomatik pipet
Calkalayici
Magnetik karigtirict
Saf su cithazi

Su banyosu

Kar makinesi
Liyofilizator

Gli¢ kaynagi
Buzdolaplari

:MSE Mistral 2000

:Heraeus Sepatech

:Hermle Z 323 K(Germany)

: CHEBIOS s.r.L.

: Sehott pH-Meter CG840

: BIO RAD (dikey)

: Ismatec

: GFL 3025

: Fisons whirlimixer

: Gec avery

: Kapali sistem olusturucu ve sogutmali (1x10), sigma (ABD)
: Eppendorf

: Mid1 Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Clifton

: Scotsman AF-20

: Snijders

: 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135
: Arcelik

Derindondurucu(-20°C’ye kadar): Sanyo Madical Freezer

Derin dndurucu(-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low
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3.1.3.Kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize sudur. Ayrica bazi

cozeltilerde kullanilan su sterilize edilmistir.

Aktivite Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 50 mM Tris-HCl/1mM EDTA(pH=8.0): 0,61 g (5mmol) Tris ve 0,029g (0,Immol)
EDTA alinarak 90 ml destile suda ¢oziildii. HCI ¢ozeltisi ile pH= 8,0’a ayarlandi.Daha

sonra toplam hacim su ile 100 ml’ye tamamlanda.

2. 1 M KH,PO4 (pH=7,3): 6,8 g KH,PO4 (0,05mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildii ,

pH=7,3"¢ ayarlandi ve toplam hacim 100 ml’ye tamamlandh.

3. 20 mM GSSG Cozeltisi: 61,88 mg okside glutatyon (0,Immol) alinarak bir miktar

suda ¢oziildii, toplam hacim suyla 5 ml’ye tamamlanda.

4. 2 mM NADPH Cozeltisi: 8,3 mg NADPH(9,9x10~ mmol) aliarak bir miktar suda

¢oziildii. Suyla 5 ml’ye tamamlandi.

5. 10 pM FAD c¢ozeltisi: 0,8294 mg FAD (1x10° mmol) alinarak bir miktar suda

¢oziildii, toplam hacim suyla 100 ml ye tamamland.

Amonyum siilfat cokeltisinin ¢o6ziinmesi i¢in kullanilan tampon:

1. 50 mM KH,PO, (pH=7,5): 0,68 g KH,PO4(5x10”mol) almip 80 ml destile suda
¢oziildi. pH’s1 KOH ile 7,5’e ayarlandi.Daha sonra toplam hacim destile su ile 100

ml’ye tamamlandi.
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Diyaliz ¢ozeltisi:

1. 10 mM Tris-HCI/1 mM EDTA (pH=7,5): 1,21 g Tris, 0,29 g EDTA alinarak 975 ml

suda ¢oziildii, pH=7,5’e ayarland1 ve toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler:

1. 50 mM KH,PO4/1 mM EDTA, ImM DTT, pH=7,3 (Kolonun paketlenmesi ve
dengelenmesi ic¢in kullanilan tampon): 6,8 g KH,PO4 (50 mmol), 0,292 ¢ EDTA
(Immol) ve 0,152 g DTT (1 mmol) alinarak 950 ml suda c¢oziildii. pH=7,3’¢e

ayarlandiktan sonra 1L’ye tamamlandi.

2. 0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, pH=7,85 (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-
fosfat (0,1 mol) karistmi 800 ml destile suda ¢oziildii.pH’s1 7,85’e ayarlandiktan sonra

toplam hacim 1L’ye tamamlandi.

3. 0,1 M K-fosfat/0,1 M KCI, pH=7,85 (Numune tatbik ettikten sonra afinite kolonunun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 13,6 g K-fosfat (0,1 mol) ve 7,45 g (0,1 mol) KCI
karisiminin hacmi destile su ile 800 ml’ye tamamlandi. pH’s1 7,85’e ayarlandiktan sonra

toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

4.2 mM GSH ¢ozeltisi: 0,012 g GSH’1n 20 ml suda ¢oziilmesiyle elde edildi.

5. 0,1 M Na-asetat/0,5 M NaCl (pH=4,5) (afinite kolonunun rejenerasyonu ig¢in
kullanilan tampon): 4,1 g Na-asetat (50 mmol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alinip suda

¢oziildi, pH=4,5’e ayarland1 ve toplam hacim suyla 500 ml’ye tamamlandi.
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6. 50 mM K-fosfat/1 mM EDTA, 1 mM GSH ve 0,5 mM NADPH, pH=7,3 (Afinite
jeline tutunmus olan glutatyon rediiktaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon);
0,34 g K.fosfat, 0,015 gr EDTA 0,0307 gr GSH, 0,021 gr NADPH karisim1 45 ml suda

¢oziildi. pH=7,3’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 ml’ye tamamlandi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

1. 1 M Tris-HCI1 (pH=8,8): 12,11 g Tris (0,1mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildii, pH

ayar1 yapildiktan sora 100 ml’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI (pH=6,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢ozildi, pH

ayar1 yapildiktan sonra 100 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢o6zeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g su karigtirilarak ¢ozildii.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi:1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile 10

ml’ye tamamlandi.

5.%10’luk SDS: 1 gSDS 9 g suda ¢oziilerek elde edilir.

6. Yiriitme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢oziildii. %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH=8,3’e ayarland1 ve toplam

hacim 500 ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH=8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%1001tk gliserinden 1 ml ve %0,1°lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak suyla 10
ml’yetamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50 pl

olacak sekilde P-merkaptoetanol ilave edildi.
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8. Antikoagulant ¢6zelti: 26,3 g Na-sitrat (dihidrat) (115,35 mmol), 3 g sitrik asit (15,62
mmol), 31,9 g glukoz (monohidrat) (177 mmol), 2,2 g NaH,PO4 H,O (15,94 mmol) ve

0,35 g adenin (2,6 mmol) tartilarak suda ¢oziildii ve 1 L’ye tamamlandi.

9. Sabitlestirme ¢ozeltisi(jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan

cozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde karistirilarak hazirlandu.

10. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su igerisinde 0,1 g

coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

11. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karistirilarak elde

edildi.

12. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Bu
cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi.Cozeltinin hacmi suyla 1L’ye

tamamlandi.

13. %0,04’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 0,01 M 16 ml NaOH

icerisinde ¢6ziindii ve toplam hacim suyla 250 ml’ye tamamlandi.
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3.2.Yontemler

3.2.1. Gokkusag1 Alabahk karaciger dokusundan saflastirilan GR enziminin

aktivitesinin ol¢timii
GSSG + NADPH —<% 32GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi iki temel esasa dayanmaktadir.
Birincisi; yukaridaki reaksiyonda reaksiyona giren NADPH 340 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamina katilan GR enzimi NADPH’ 1n azalmasina
sebep olmaktadir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmektedir

(Carlberg and Mannervik 1985).

Ikincisi ise aym reaksiyonda iiriin olarak ortaya ¢ikan GSH’in 5,5’-ditiyobis(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusturdugu bilesigin 412 nm’de
verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasina dayanir. GR enzimi
GSH’1in zamanla artmasini saglamakta, olusan GSH da DTNB ile reaksiyona girerek

absorbans artisina sebep olmaktadir (Smit et al. 1988).

Bu iki yontemden birincisi daha spesifik oldugu i¢in tercih edilmektedir. Bu sebeple biz
de bu ¢alismada birinci yontemi kullandik.Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi FAD’li
ve FAD’s1z olmak iizere iki degisik 6l¢iim yapilmaktadir.Bazen biri bazen de her iki
tirli Ol¢iim yapilarak karsilastirma yapilmaktadir.Calismamizda FAD’siz  6l¢iim

yapild.
Enzim {initesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi:

EU/mlAO—DxﬁxSF
14

> E
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Bu formiilde yer alan simgeler asagida aciklandi;

EU/ml : 1 ml’deki enzim tinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinsiyon katsayisi)
Vr: Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

Vi : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Sr: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir)

3.2.2.Protein tayini

3.2.2.a.Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, trozin ve
fenilalanin amino asitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir (Segel
1968). Kromatografi islemlerinden sonra esit hacimlerde alinan biitiin fraksiyonlarda
kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslari

spekrofotometrede kore karst okundu.

3.2.2.b.Bradford yontemiyle protein tayini

Hazirlanan homojenat amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen enzim ¢ozeltisi ve 2°,
5> ADP-Sepharose 4B anfinite kromatografisi yontemiyle kismi saflastirilmis enzim
icin kanitatif protein miktar1 Bradford 1976 metoduna gore belirlendi. Bu yontemde
boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve
protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Ama=465 nm) ve mavi
(Amax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma

dontisiimiinii saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere karsi hassaiyeti oldukca azdir
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(1-100 pg arasi). Reaksiyon yliksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki

dakikada tamamlanir.

Tayin islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul
konuldu. Saf su ile biitlin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml Coomessie
brillant blue G-250 c¢ozeltisi ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.
Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 5 ml Coomessie
brillant blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullunildi. Elde edilen sonuglardan
absorbans degrlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi
(Sekil.4.1).

Numune caligmalart igin, 20 kat seyreltilmis karaciger homojenati, amonyum siilfat
cOkeltisi numunesi ve afinite kromatografisinden elde edilen kismen saflastirilmis
enzim cozeltilerinden 3 ayri tiipe sirastyla 50,50 ve 200 pl alinarak iizerlerine 5’er ml
renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona
birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3

ayr1 6l¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.3.Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan GR enziminin saflastirilmasi ile

ilgili yontemler

3.2.3.a.Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusu temini ve homojenat hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Alabaliklar Atatiirk Universitesi Alabalik ciftliginden taze olarak
temin edildi. Alinana Alabaliklar soguk zincir kuralina gore laboratuara getirilerek
karaciger dokusu hizlica ¢ikarildi. -20°C’de derin dondurucuda donduruldu ve sivi azot

ile hiicre zarlar1 pargalandi. Daha sonra 50 mM KH,PO, (pH=7,5) tamponunda
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siispanse edildi. Stispansiyon 13.000xg de 20 dakika santrifiij edildi ve ¢okelti atildi.
Boylece homojenat elde edildi.

3.2.3.b.Amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve diyaliz

Proteinler ¢ok degerli elektrolitler olduklari i¢in iyonlara benzer sekilde hareket ederler.
Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir halde
tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan c¢ekilir ve proteinler
coker (salting-out). Yapilacak amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri proteinlerin bu

ozellikleri esasina dayanmaktadir.

Kat1 amonyum siilfat miktar1 asagidaki formiilden hesaplandi:

L77xV x (S, —S))
3,54-5,

g(NH,),S80, =

V. Enzim ¢ozeltisinin hacmi
S7: 1’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S>: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Hazirlanan homojenat icin ayr1 ayri %0-20, %20-30,%30-40,%40-50,%50-60,%60-
70,%70-80 araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapildi. Yapilan amonyum siilfat
cOktiirmesinin her aralifinda cokeltide ve silipernatantta aktivite Slglimii yapilarak
enzimim aktif oldugu aralik belirlendi. Bundan sonraki c¢alismalarda c¢oktiirme,
belirlenen aralikta yapildi. Biitiin bu islemler +4°C’de gergeklestirildi. Her defasinda
homojenatlar 5.000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatantta ayri
behere alind1 ve ¢okelekler ise yeteri kadar 50 mM KH,PO,4 (pH=7,5) ile ¢oziilerek hem

slipernatantta hem de ¢okelekte ayr1 ayr1 enzim enzim aktivitesine bakildi.



28

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz torbasina yerlestirildi ve
10 mM Tris-HC1 / 1 mM EDTA (pH=7,5) tamponuna kars1 2 defa degistirilerek, 2 saat
sireyle diyaliz edildi (Smith 1987). Diyaliz islemi magnetik karistirict iizerinde
+4°C’de gerceklestirildi ve daha sonra protein ve aktivite tayini Boliim 3.2.1 ve Bolim

3.2.2 de izah edildigi sekilde yapildi.

3.2.3.c.Afinite kolonunun hazirlanmas1 ve Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusu

GR enziminin saflastirilmasi

10 mI’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2',5'-ADP sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile kati maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trombu kullanilarak vakum ile
alindiktan sonra dengeleme tamponu (50 mM KH,PO4/1 mM EDTA, ImM DTT,
pH=7,3) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali
sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa
yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis oldugu
eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden anlasildi.
Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu. Belirlenen amonyum siilfat doygunluk
araliginda c¢oktiiriillen numune, uygun tamponda ¢oziiliip diyaliz edildikten sonra 2',5'-
ADP sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi. Enzim ¢o6zeltisinin tamami kolondan
gectikten sonra kirmizi renk tamamen yok oluncaya kadar dengeleme tamponu
gecirmeye devam edilerek kolonun yikanmasi saglandi. Bunu takiben kolondan 0,4 M

KH,PO4 tamponu (pH=7,3) gecirilerek yikandi. Bu yikama, spektrofotometrede takip
edilerek absorbans degerlerinin kore esit olmasiyla belirlendi. Kolon yikandiktan sonra
elisyon tamponu ile eliie edildi (Danner et al. 1977; Boggaram et al. 1979; Carlbeg and

mannervik 1981).

Gokkusag1 Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR ile ¢alisilirken literatiirde
kullanilan optimal sartlar uygulandi. Eliisyonlar 1,7 ml olacak sekilde eppendorf
tiiplerine alindi, her birinde aktivite degerleri okunarak Gokkusagir Alabalik Karaciger

Dokusundan Saflagtirilan GR enzimi i¢in grafik olusturuldu (Sekil 4.3).Bu ¢alismayla
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elde edilen enzim orneklerinin saf olup olmadiklarini kontrol etmek amaciyla SDS-

PAGE yapilarak elektroforez bantlar1 elde edildi (Sekil4.4).

3.2.4. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile

enzim safliginin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi

kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalart 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka {ist iiste getirilerek kiskaclarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 onleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland: ve enjektorle plakalarin arasina
iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmasi beklendi ,ayirma
jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklariin olusmast i¢in tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilasmasi beklenirken islatilmis siizge¢ kagidi sistemin
tizerine kapatildi ve kurumasi onlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
cikartilarak numnune kuyular: belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin
alt ve iist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik 10 pg protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. Ug dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, {ist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta
20 dakika yiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip y181ldi. Sonra akim 100 volt’a
cikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice cikarildi ve
sabitlestirme c¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel ,

cikarilarak boyama c¢ozeltisine konuldu ve ¢alkalayici iizerinde 2 saat bekletildi. Jel
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boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢6zeltisine konuldu. Rengi a¢ilip, protein bantlar
belirginlesene kadar calkalayici iizerinde yikanan jel ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi (Sekil
4.4).

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 3,75 ml 1M Tris-HCI (pH=8,8), 3,3 ml %30 Akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,15 ml %10’luk SDS, 0,1 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml %1,5’1ik PER
ve 2,35 ml saf su karistirildi.

Yigma jeli sOyle hazirlandi: 0,31 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 0,3325 ml %30
Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,025 ml %10’luk SDS, 0,025 ml %5’lik TEMED, 0,05
ml %]1,5’lik PER ve 1,84 ml saf su karistirlldi. PER ¢ozeltisi taze hazirlandi ve
karistirildiginda hemen PER dokiildii.

3.3.Gokkusag1 Alabalhik Karaciger Dokusundan saflastirilan GR Enzimiyle ilgili
Yapilan Kinetik Calismalar:

3.3.1. Gokkusag1 Alabalk karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi i¢in

optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik calismalar

Gokkusag1 Alabalik Karacigeri glutatyon rediiktaz enziminin optimum aktivite saglayan
iyonik siddetinin belirlenmesi amactyla 1 mM EDTA igeren 10, 25, 50, 100, 200, 400,
800, 1000 mM Tris-HCI (pH=8,0) tamponlar1 kullanilarak belirlendi.

3.3.2. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi icin

optimum pH bulunmasina yonelik calismalar

Gokkusagr Alabalik Karacigeri glutatyon rediiktaz enziminin optimum pH'sim

belirlemek amaciyla pH's1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan potasyum fosfat ve 7,5, 8,0,
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8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir

tamponda ayr1 ayr1 enzim aktivitesi belirlendi.

3.3.3. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi icin

stabil pH bulunmasina yonelik ¢alismalar

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in pH'lar1 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI
ve pH'lar1 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan fosfat tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki
tampon c¢ozeltilerinin 2 ml si 1 ml enzim ¢o6zeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza
edildi. 6 giin boyunca 48 saat arayla yapilan aktivite 6l¢iimiinde enzimin stabil oldugu

pH belirlendi.

3.3.4. Gokkusag1 Alabalik karacigeri dokusundan saflastirilan GR enzimi i¢in

optimum sicakhigin belirlenmesine yonelik ¢calismalar

Gokkusagir Alabalik Karacigeri glutatyon rediiktaz enziminin optimum sicakligini

belirlemek amaciyla 0°C ile 90°C arasinda 10 ar °C araliklarla aktivite 6l¢timil yapildi.

3.3.5. NADPH ve GSSG substratlari ig:in Ky ve Vi degerlerinin bulunmasina

yonelik ¢alismalar:

Gokkusagr Alabalik Karacigeri glutatyon rediiktaz enziminin GSSG ve NADPH
substratlar1 i¢in Ky ve Vi.x Degerlerini belirlemek i¢in sabit GSSG konsantrasyonunda
NADPH’1in 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite Olgiimleri yapildi. Elde edilen
degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH i¢in Ky
ve Vma degerleri belirlendi. Ayni sekilde NADPH’in sabit konsantrasyonunda
GSSG’nin 5 farkl konsantrasyonlariyla aktivite dl¢iimleri yapilarak Lineweaver-Burk
grafigi olusturuldu ve GSSG i¢in Ky ve Vi degerleri hesaplandi. Aktivite dl¢timleri
optimal sartlarda gerceklestirildi (Lineweaver and Burk 1934).
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3.3.6. GSH ve NADP’nin enzim iizerinde etkilerinin incelenmesi

Inhibisyon etkisi gdsteren NADP" ve GSH’1n inhibisyon tiiriinii K; sabitlerini belirlemek
amaciyla NADP”min  uygun 2 sabit konsantrasyonunda artan NADPH
konsantrasyonlariyla aktivite Ol¢iimleri yapilark Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafik ve denkleminden yararlanilarak inhibisyon tiirii ve K sabiti hesaplandi. GSH ile
yapilan ¢alismada da sabit 2 uygun GSH konsantrasyonu belirlendi. Belirlenen her bir
konsantrasyonda GSSG’nin artan konsantrasyonlarinda aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde
edilen degerlerle olusturulan Lineweaver-Burk grafiginden ve denkleminden inhibisyon

tiirli ve K sabiti hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).

3.4. Gokkusagr Alabahk Karacigeri Dokusundan Saflastirilan GR Enzimi

Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Inhibitér Etkilerinin Belirlenmesi

Gilintimiizde pek ¢ok canli ¢esitli sekillerde metallerin etkilerine maruz kalabilmektedir.
Bu calisma kapsaminda da gokkusagr alabalik karaciger dokusunda afinite
kramatografisiyle saflastirilan GR enzimi aktivitesi lizerine etkileri arastirildi. Enzimi
inhibe eden Hg(NO;),, Cu(NOs),.3H,0, Fe(NOs); 9H,0, AlCls.6H,0, Pb(NOs), ve
CdCl,.H,0 kimyasal maddeler i¢in sabit substrat konsantrasyonunda bes farkli inhibitor
konsantrasyonu kullanilarak ICsy degerleri (Enzim aktivitesini yariya diisliren inhibitor

konsantrasyonu) %aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek belirlendi.

3.5. Inhibitor Etkisi Gosteren Metal Iyonlar: I¢cin K; Degerlerinin Belirlenmesine

Ait Calismalar

Inhibitér ¢aligmalar1 igin boliim 3.4’de anlatildig1 gibi 6n deneyle alabalik karaciger
dokusundan elde edilen GR enzimini inhibe eden Hg(NO;),, Cu(NOs),.3H;0,
Fe(NO3)3; 9H,0, AlCl5.6H,0, Pb(NOs3), ve CdCl,.H,O maddeleri kullanildi.
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Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok cozeltileri
kullanilarak 6n caligmayla belirlendi. Yine ayni sekilde her bir substrat konsantrasyonu

icin en uygun 3 farkli inhibitdr stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla tesbit edildi.

Spektrofotometrenin  hassasiyet simirlari iginde absorbans degerinin Olgiildiigi
konsantrasyonlar diger deneylerde kullanildi. Daha sonra karaciger dokusundan
saflagtirrllan GR enzimi i¢in 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonda V-[S] degerleri
belirlenerek iki inhibitdr i¢in ayr1 ayr1 Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K; degerleri

ve inhibisyon tipleri tayin edildi (Lineweaver and Burk 1934).
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4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Standart grafik boliim 3.2.2.b’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Ham homojenat,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim
coOzeltilerindeki kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu.
Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de

gosterildi.

y=0,0151x + 0,0294

Absorbans(595 nm)

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Mikrogram protein

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik.
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4.2. Gokkusag Alabalik Karaciger Dokusu GR Enziminin Saflastiriimasi

Sonugclari

4.2.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuclari

Gokkusag1r Alabalik Karaciger Dokusundan Saflagtirmak i¢in bolim 3.2.3.a’da

anlatildigr gibi hazirlanan homojenat bolim 3.2.3.b.’de anlatildigr gibi %30-80

araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Elde edilen ¢okelek 50 mM KH,PO4

(pH=7,5) tampon ¢ozeltisinde ¢oziilerek bir sonraki isleme hazir hale getirildi (Erat

2003).

Cizelge 4.1.Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk
aralig1 tespitine yonelik aktivite- ¢coktiirme araligi gizelgesi

Amonyum siilfat arahgi (%) | 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80
Siipernatant 0,109 | 0,097 | 0,093 | 0,083 | 0,058 | 0,006 0
Cokelti 0,003 | 0,006 | 0,013 | 0,064 | 0,077 | 0,068 | 0,003
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Sekil 4.2 Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk
aralig1 tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme aralig1 grafigi

Cizelge 4.2.Glutatyon rediiktaz enziminin saflastirilmasi basamaklari

Total | Aktivite | Protein | Total Total | Spesifik % Saflastirma
Numune tiirii | hacim | (EU/ml) | (mg/ml) | protein | aktivite | aktivite | verim | katsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)
Homojenat 35 0,252 15,21 | 535,35 | 8,82 0,0166 100 1
AS
¢Oktiirmesi ve 18 0,276 2,64 47,52 4,97 0,104 | 56,35 6,26
diyaliz
Afinite
kromatografisi 13 0,321 0,023 0,416 4,17 13,957 | 47,28 840,78

4.2.2. Afinite kromatografisi sonuclari

Balik karacigeri homojenati hazirlandiktan sonra amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.

Cokelek 50 mM KH,PO4(pH=7,5) tampon ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra diyaliz edildi.

Diyaliz edilen numune afinite kolonuna tatbik edildi. Uygun tamponla eliisyon sonucu

elde edilen eliiatlardaki aktivite degerleri sekil 4.3 te gosterildi.
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Sekil 4.3. Gokkusag1 Alabalik karacigeri dokusundan saflastirilan GR enziminin 2°,5’-
ADP Sepharose 4B afinite kolonundan eliisyon grafigi

4.3. Gokkusa@ Alabalik karaciger dokusundan saflastirilan GR enziminin SDS-

PAGE ile saflik kontrolii

Gokkusagr Alabalik Karacigeri dokusundan elde edilen GR enzimi numunelerinin,
homojenat, amonyum siilfat c¢okelegi ve afinite sonucu elde edilen -eliiatlardaki
enzimlerin safligim1 kontrol etmek icin SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla
boliim 3.2.4.a’da izah edilen elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla
kuyulara uyguland1 ve yiiriitiildii. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.4’te
gosterildi.
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1 2 3 4 5

Sekil 4.4. 1: Sigir serum albiimini, 2: 2°,5’-ADP-Sepharose 4-B afinite kromatografisi
sonrasi, 3:insan G-6PD enzimi, 4: Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi, 5: Alabalik
karaciger homojenati.

4.4. Gokkusag1 Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR Enziminin

Optimum sartlarinin belirlenmesine yonelik sonuclar

4.4.1. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan saflastirilan GR enziminin

optimum iyonik siddetinin belirlenmesine yonelik sonuclar

Gokkusag1r Alabalik Karacigeri GR enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla 6nceki ¢alismalarla uygunlugu belirlenen Tris-HCI tamponunun
optimal pH’daki degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri Boliim 3.3.1°de anlatildig1 gibi
hazirlandi. Farkli Tris-HCI konsantrasyonlarinda aktivite Ol¢timleri yapilarak Tris-HCI
konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan grafik cizildi. Yapilan caligmalar
sonucu Gokkusagi Alabalik Karacigeri GR enzimi i¢in en uygun iyonik siddetin 50 mM
Tris-HCI pH=8,0 tamponu olarak tespit edildi (Sekil 4.5 ve Cizelge 4.3).



39

Cizelge 4.3. Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enzimi optimum iyonik siddet i¢in Tris-
HCI Tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

Tris-

HCl1
Derisimi 10 25 50 100 200 400 600 800 1000

(mM)
Aktivite

(EU/ml)

0,019 | 0,029 | 0,135 | 0,077 | 0,077 | 0,068 | 0,077 | 0,125 | 0,135

0,14
0,12 -

=
—
|

0,08 A
0,06

Aktivite (EU/ml)

0,04 -
)
0,02 j

0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000

[Tris-HCI] mM

Sekil 4.5. Degisik konsantrasyonlardaki Tris-HCl Tampon ¢6zeltileri kullanilarak
Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enzimi i¢in yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi

4.4.2. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi icin

optimum pH bulunmasina yonelik sonug¢lar

Gokkusagr Alabalik Karacigeri GR enzimi optimum pH’s1 Béliim 3.3.2°de anlatildig:
sekilde; pH's1 7,5-9,0 araliginda 50 mM Tris-HCI ve pH‘s1 5,5-8,0 araliginda 50 mM
potasyum fosfat tampon ¢o6zeltileri kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler

spektrofotometrik olarak belirlendi (Sekil 4.6-4.7 ve Cizelge 4.4-4.5). Gokkusagi
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Alabalik Karacigeri GR enzimi i¢in optimum pH, 50 mM Tris-HCI pH=8,0 tamponu

olarak belirlendi.

Cizelge 4.4. 50mM Tris-HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak Gokkusagi Alabalik
karacigeri GR enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite(EU/ml)
7,5 0,04
8,0 0,20
8,5 0,06
9,0 0,05
0,25
E
) 0,2 |
% 0,15 |
>
% 0,1 -
0,05 |
0 ‘
7 7.5 8 8,5 9 9,5
pH

Sekil 4.6. 50mM Tris HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak Gokkusagir Alabalik karacigeri
GR enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢lim grafigi

Cizelge 4.5. 50mM Fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak Gokkusag1 Alabalik karacigeri
GR enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

pH Aktivite(EU/ml)
5,5 0,04
6,0 0,05
6,5 0,06
7,0 0,17
7,5 0,18
8,0 0,16
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0,2

g 0,15
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20,1 -
ot

= 0,05 -
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5 6 7 8 9
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Sekil 4.7. 50mM fosfat tamponu ¢ozeltisi kullanilarak Gokkusag1 Alabalik karacigeri
GR enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite dl¢tim grafigi.

4.4.3. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan saflastirillan GR enzimi icin

stabil pH bulunmasina yonelik sonuclar

Gokkusag1 Alabalik Karacigeri GR enzimi optimum pH’st Boliim 3.3.3°de anlatildig:
sekilde; pH ‘lar1 7,5, 8,0, 8,5, ve 9,0 araliginda 50 mM Tris-HCI ve pH ‘lan 5,5, 6,0,
7,0, 7,5, 8,0 araliginda 50 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Sekil 4.8-4.9 ve Cizelge 4.6-
4.7). Gokkusag1 Alabalik Karacigeri GR enzimi i¢in stabil pH, 50 mM Tris-HCI
tamponu pH=8,0 olarak belirlendi.
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Cizelge 4.6. Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enziminin stabil pH’s1 i¢in 50mM Tris-
HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Zaman (pH=7,5) (pH=8,0) (pH=8,5) (pH=9,0)
(Giin) Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite
(EU/ml) (EU/ml) (EU/ml) (EU/ml)
| 0,068 0,061 0,058 0,055
3 0,08 0,061 0,064 0,061
5 0,064 0,058 0,051 0,045
7 0,048 0,045 0,045 0,039
0,08 —&——pH: 7,5
—eo—pH: 8,0
—A—pH: 8,5
——pH: 9,0
0,07 4
g
)
D 0,06
£
=
<
0,05
0,04 4
2 4 8
Zaman (Giin)

Sekil 4.8. Degisik pH’lardaki SOmM Tris HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak Gokkusagi
Alabalik karacigeri GR enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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Cizelge 4.7. Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enziminin stabil pH’s1 icin 50mM
potasyum fosfat tampon ¢dzeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Zaman (pH=6,5) (pH=7,0) (pH=17,5) (pH=8,0)
(Giin) Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite
(EU/ml) (EU/ml) (EU/ml) (EU/ml)
1 0,090 0,061 0,042 0,023
3 0,077 0,048 0,039 0,026
5 0,074 0,039 0,058 0,029
7 0,068 0,051 0,048 0,026
0,10
—=—pH:6,5
—e—pH:7,0
—4A—pH:7,5
0.08 - —o—pH:8,0
g
o)
= 0,06
£
0,04 —+
0,02 T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (Giin)

Sekil 4.9. Degisik pH’lardaki 50mM fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak Gokkusagi
Alabalik karacigeri GR enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi

4.4.5. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi icin

optimum sicaklik belirlenmesine yonelik sonug¢lar

Gokkusagr Alabalik Karacigeri GR enziminin optimum sicakligini1 belirlemek iizere
optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 50mM Tris HCI pH=8,0 tampon ¢ozeltisi
kullanild1. 0°C ile 90°C arasinda her 10°C’de bir olmak {izere boliim 3.3.4’de anlatildig1
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sekilde aktivite dlgiimleri yapildi.Elde edilen egriler Sekil 4.10°da ve Cizelge 4.8°de

gosterildi. Bu ¢aligmalar sonucu optimum sicaklik 10°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.8. Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enziminin optimum sicaklig1 i¢in
sicaklik- aktivite 6l¢iim sonuglari gizelgesi

Stcaklik | 0 10 |20 |30 |40 |50 |60 |70 |80 |90
O
Aktivite | 0,17 022 [ 0,15 | 0,12 |0,04 [003 [0,02 |0,01 0,003 |0
(EU/ml)

0,25
0,2
4

0,15 ~
0,1 -

Aktivite(EU/ml)

0,05 ~

0 é
T T T T T T T A v

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik(°C)

Sekil 4.10. Gokkusag1 Alabalik karacigeri GR enzimi i¢in optimum sicaklik 6l¢iilmesi
icin ¢izilen sicaklik-aktivite grafigi

4.4.6. NADPH ve GSSG substratlari icin Ky ve V., degerlerinin belirlenmesine

yonelik sonuclar

Gokkusagr Alabalik Karacigeri glutatyon rediiktaz enziminin GSSG ve NADPH
substratlart i¢in Ky ve Vinax degerlerini belirlemek i¢in boliim 3.3.5°de anlatildigr gibi
sabit GSSG konsantrasyonunda NADPH’mn 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite
Olctimleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/[NADPH]-1/V Lineweaver-Burk grafigi
cizildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH i¢in Ky ve Vi, degerleri belirlendi. Ayni
sekilde NADPH’1n sabit konsantrasyonunda GSSG’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla
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aktivite Olglimleri yapilarak 1/[GSSG]-1/V Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve
GSSG icin Ky ve Vg, degerleri hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucunda NADPH i¢in Ky
degeri 0,055 mM ve Vi degeri 0,143 EU/ml olarak; GSSG igin ise, Ky degeri 0,025
mM ve Vi degeri 0,098 EU/ml olarak tespit edildi. Aktivite olgiimleri optimal
sartlarda gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.9-4.10 ve Sekil 4.11-4.12°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.9. Gokkusagr Alabalik karaciger dokusu GR enzimi i¢in Ky ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik NADPH derisimi-aktivite ¢izelgesi

NADPH
derisimi 0,5 0,125 0,0675 0,0312 0,0156
(mM)
Aktivite 0,177 0,096 0,080 0,048 0,032
(EU/ml)
30 -
25 -
> 20 -
— 15 |
10 -
-20 0 20 40 60
1/[NADPH] mM™

Sekil 4.11. 5 farkli NADPH derisimi kullanilarak Gékkusagi Alabalik karacigeri GR
enzimi igin ¢izilen grafik.
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Cizelge 4.10.Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusu GR enzimi i¢in Ky ve Vvax
degerlerinin bulunmasina yonelik GSSG derisimi-aktivite ¢izelgesi

GSSG
derisimi 0,125 0,0675 0,0312 0,0156 0,0078
(mM)
Aktivite 0,121 0,064 0,056 0,032 0,024
(EU/ml)
40 -
> 30 -
- 20 -
0

50 100
1/[GSSG] mM-1

Sekil 4.12. 5 farkli GSSG derisimi kullanilarak Gokkusagi Alabalik karacigeri GR
enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.

4.4.7. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusundan saflastirllan GR enziminin GSH

ve NADP" inhibitorleri icin K; sabitlerinin belirlenmesine yonelik sonuc¢lar

Gokkusagr Alabalik Karacigeri glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon
{irinleri olan GSH ve NADP ’nin etkilerini belirlemek amaciyla boliim 3.3.6’da optimal
aktivite 6l¢iim sartlarinda reaksiyon ortamina GSH’1n farkli konsantrasyonlar1 katilarak
enzim aktivitesi iizerine etkisi belirlendi. Aym sekilde iiriinlerden digeri olan NADP"
‘nin da farkl konsantrasyonlarinda aktivite ortamina katilarak enzim tizerindeki etkisi

belirlendi.

Inhibisyon etkisi gosteren NADP’ ve GSH‘mn inhibisyon tiirleri ve K; sabitlerinin

belirlenmesi amaciyla NADP’nin uygun iki sabit konsantrasyonunda artan NADPH




47

konsantrasyonlariyla aktivite 6lgiimleri yapilarak Lineweaver- Burk grafikleri ¢izildi.Bu
grafik ve denkleminden yararlanarak inhibisyon tiirii ve K; sabiti hesaplandi. GSH ile
yapilan calismada da iki sabit GSH konsantrasyonunda aktivite dl¢limleri yapildi.Elde
edilen degerlerle olusturulan Lineweaver-Burk grafiginden ve denkleminden
yararlanarak inhibisyon tiiri ve K sabiti hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucu GSH igin K;
sabiti 10,17 mM, inhibisyon tiirii ise yarismali, NADP" icin K; sabiti 0,295, inhibisyon
tiirli ise yarismali olarak bulundu. Sonuglar Cizelge 4.11- 4.12 ve Sekil 4.13- 4.14 ‘te

verilmigtir.

Cizelge 4.11. GSH i¢in K| sabitinin bulunmasina yonelik ¢izelge

[GSH] (mM) | [NADPH| mM | Aktivite (EU/ml)

0,5000 0,531

0,1250 0,288

Kontrol 0,0625 0,240
(2ZmM) 0,0312 0,144
0,0156 0,096

0,5000 0,257

0,1250 0,177

8 0,0625 0,113
0,0312 0,080

0,0156 0,048

0,5000 0,193

0,1250 0,161

16 0,0625 0,113
0,0312 0,064

0,0156 0,032
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[N
(=}

¢ Kontrol
= [GSH]: 8§ mM
A [GSH]: 16 mM

40 -

30 -

1/V

20 -

10 |

-20 -10 0

1/[GSH] mM !

70

Sekil 4.13. GSH i¢in K sabitinin bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.12. NADP"i¢in K; sabitinin bulunmasina yénelik ¢izelge

[NADP'] [NADPH| mM | Aktivite (EU/ml)
(mM)

0,5000 0,354
0,1250 0,192
Kontrol 0,0675 0,160
(2mM) 0,0312 0,096
0,0156 0,064
0,5000 0,209
0,1250 0,145
0,3 0,0675 0,096
0,0312 0,064
0,0156 0,032
0,5000 0,177
0,1250 0,129
0,6 0,0675 0,080
0,0312 0,048
0,0156 0,016
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'S
dn

¢ Kontrol
@ [NADP+]: 0,3 mM
A [NADP+]: 0,6 mM

35

30

25 4

/v

20

15 4

10 4

20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70
1/ [NADP'] mM

Sekil 4.14. NADP'icin K; sabitinin bulunmasma yénelik cizilen Lineweaver-Burk
grafigi

4.5.Gokkusag1 Alabalik Karaciger Dokusundan Saflagtirilan GR Enzimi Aktivitesi

Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin inhibitér Etkilerinin sonuclari

Gokkusagr Alabalik Karaciger dokusundan 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisi ile saflastirilan glutatyon rediiktaz enzimi i¢in béliim 3.4°de anlatildigi
sekilde Hg(NOs),, Cu(NO3),.3H,0, Fe(NO3); 9H,0, AICl;3.6H,0, Pb(NO;3), ve
CdCL.H,O kimyasal maddelerinin stok c¢ozeltileri hazirlandi. Gokkusagi Alabalik
Karacigeri glutatyon rediiktaz enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren yukarida adi
gecen kimyasal maddeler ile ilgili konsantrasyonlar ve %aktivite degerleri i¢cin GR
enzimi {izerinde inhibisyon etkileri arastirildi. Sonuglar Sekil 4.15- 4.16- 4.17- 4.18-
4.19- 4.20de verildi.
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120 y - 1006-8,4269x
100 <
80 -
60 - * .

% Aktivite

40 -
20 -

0 T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2

[Cu] (mM)

Sekil 4.15. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusu GR enzimi i¢in 5 farkl Cu™
konsantrasyonunda elde edilen %aktivite-[Cu '] grafigi

y= 100e-10,575x

60 -

% Aktivite

40 -

20 A

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
[Cd] (mM)

Sekil 4.16. Gokkusagi Alabalik karaciger dokusu GR enzimi igin 5 farkli Cd™
konsantrasyonunda elde edilen %aktivite-[Cd "] grafigi



120
100 4 y= 100e—0,869x
80 1 o
60 - o
40 -
20 -

% Aktivite

0 0,5 1 1,5 2 25
[Fe] (mM)

w

Sekil 4.17 Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusu GR enzimi i¢in 5 farkli Fe'
konsantrasyonunda elde edilen %aktivite-[Fe 2 grafigi

120
y - 1006-5,6858x

100 <
80 -

60 -

% Aktivite

40
20 -

0 T T T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

[Pb] (mM)

Sekil 4.18. Gokkusagi Alabalik karaciger dokusu GR enzimi igin 5 farkli Pb™
konsantrasyonunda elde edilen %aktivite-[Pb ] grafigi.
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% Aktivite

40
20

0 T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8

[Hg] (mM)
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Sekil 4.19. Gokkusagi Alabalik karaciger dokusu GR enzimi i¢in 5 farkli Hg"™
konsantrasyonunda elde edilen %aktivite-[Hg ] grafigi

120
100 - y= 100e™0:8615
80 A

60 -

% Aktivite

20 -

[A] (mM)

Sekil 4.20. Gokkusag1 Alabalik karaciger dokusu GR enzimi i¢in 5 farkl Al
konsantrasyonunda elde edilen %aktivite-[Al”] grafigi
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4.6. Gokkusag Alabahk Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR Enzimini inhibe
eden bazi metal fyonlan icin K; Degerlerinin belirlenmesine yonelik caismalarin

sonuclari

Gokkusagr Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR Enziminin inhibitdrsiiz ve
inhibitorlii ortamda bes farkli substrat konsantrasyonunda aktivite ol¢limii yapilmistir.
Daha sonra kullanilan metaller i¢in ii¢ farkli sabit inhibitdor konsantrasyonu ve bes
farkli substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V- 1/S
degerleri bulunmustur. Lineweaver- Burk grafikleri c¢izilerek K; degerleri
hesaplanmistir. Gokkusagi Alabalik Karaciger GR enzimi i¢in elde edilen sonuglar

Sekil 4.21-4.22’ de verildi.

< kontrol %7
160
o [Qu]l
140
A [Gu]2 10 ]
S o [(1]3 100
80
60
40 1
25 -15 -5 5 15 25 35 45 55
1/GSSG

Sekil 4.21. Gokkusag1 Alabalik karacigeri dokusundan saflastirilan GR enzimi iizerine
[Cu™] iyonunun etkisi
[1;]=0,070mM, [I] =0,080M, [I5] = 0,090mM
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< Kontrol
o [Cd]l 250 A
AR
< 150 | °
100 -
50 4
-20 -10 0 10 20 40 50
1/GSSG

Sekil 4.22. Gokkusag1 Alabalik karacigeri dokusundan saflastirilan GR enzimi tizerine

[Cd™] iyonunun etkisi

[1,] =0,050mM, [I,] =0,070 mM, [I5] =0,080mM.

Cizelge 4.13. Gokkusag1 Alabalik karacigeri dokusundan saflastirilan GR enzimi
tizerine bazi metal etkilerinin toplu sonuglari

Bazi Metal iyonlari [Cs0(mM) Ortalama Inhibisyon Tipi
Kl(mM)

Hg(NO3),» 0,509 - -
Cu(NO3),.3H,0 0,082 0,117 Yarismali
Fe(NOs);, 9H,0 0,797 - -

AlCls. 6H,0 0,804 - -

Pb(NO3), 0,122 - -

CdClL. H,O 0,0655 0,104 Yarigsmali
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5.TARTISMA ve SONUC

Glutatyon rediiktaz enzimi ;

GSSG + NADPH —%* s2GSH + NADP*

reaksiyonunu Katalizler. Indirgenmis glutatyon iireten bu enzim canli hiicreler icin

hayati bir 6neme sahiptir. Dolayistyla bu enzimin ¢alisilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Reaksiyon sonucu elde edilen GSH’in metabolizmadaki gorevi ¢ok Onemlidir.
Antioksidan ajan olan GSH ayn1 zamanda bazi enzimlerin substrati olarakta gorev alir.
Bu reaksiyonlar reaktif oksijen irilinlerinin hidrojen perokside doniismesi,peroksitlerin
giderilmesi, proteinlerin siilthidril gruplarinin korunmasi ve hiicre igine alinan ilag ve
ajanlarin zehirsizlestirilmesi reaksiyonlar1 olarak sayilabilir. Ayrica GSH redoks
homeostasisinde, deoksiriboniikleotidlerin sekillendirilmesinde, peroksitlerin, 2-
oksoaldehitlerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorev alir. Oksidatif strese
kars1 dayaniksiz hiicreler ve ek olarak hizli poliferasyon hiicreleri kismen GSH’in
rejenerasyonuna bagimlidir. Bu sebepten, potansiyel GR inhibitorleri antitimér ve
antiparaziter ilaclarin gelistirilmesinde 6nemli rol oynar (Knapen et al.1999; Karplus et
al 1988; Nordhoff et al. 1999; Boehme et al. 2000; Irmler et al. 2002; Savvides et al.
2002; Becker et al. 2001).

Bu 6neminden dolay1 enzimin iizerine ¢ok sayida caligma yapilmis, bir ¢ok kaynaktan
saflastirilmis ve biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Bazi kaynaklardan elde edilen
enzimin amino asit dizilimi ve aktif bolgeleri belirlenmistir (Douglas 1987, Krauth-
Siegel et al 1998, Becker et al 2001). Insan, fare,baz1 bitki ve bakteri hiicrelerinden GR
cDNA’lan elde edilmis ve bazi biyokimyasal ¢alismalar yapilmistir (Jiang et al. 1995;
Tamura et al.1996; Kelner et al. 2000).
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Insan eritrosit GR enziminin amino asit analizi ve x-ray kristalografisi ¢alismalari
yapilarak enzimin yapist belirlenmistir. Her alt biriminin 478 amino asitten olustugu ve
Cys-90 amino asitinin olusturbugu disiilfit bagiyla birlestigi belirlenmistir. Enzimin
aktif bolgesini arginin, tirozin ve histidin amino asitlerinin olusturdugu belirlenmigtir

(Douglas 1987).

Bu c¢alismada GR enzimi Gokkusagir Alabalik Karaciger Dokusundan saflastirilarak,

karakterize edilip ¢esitli kinetik 6zellikleri incelendi.

Gokkusagr Alabalik Karaciger dokusundan GR enzimini saflastirmak igin Once
homojenat hazirlands, literatiir bilgilerine dayanilarak %0-80 araliginda amonyum siilfat
coktiirmesi ve diyaliz yapildiktan sonra numune 2'5'-ADP sepharose 4B afinite
kolonuna tatbik edildi. Biitiin bu saflagtirma islemleri yapilirken sicakligin kontrol
altinda tutulmasi gerekiyordu. Bu nedenle saflagtirma islemleri +4°C’de gergeklestirildi.
Boylece miimkiin oldugu kadar aktivite kaybi onlendi. Saflastirma basamaklarindan

elde edilen sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu belirlendi.

Elde edilen homojenatlar 9%0-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70, %70-80
araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapilarak GR enziminin %30-70 araliginda
coktiigii belirlendi. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi uzun zamandan beri gesitli bilim
adamlar1 tarafindan kullanilan kismi saflastirma metodudur. Bu metot vasitasi ile
numune igerisindeki bir ¢cok safsizliklar elimine edilir ve proteinler daha derisik halde
elde edilir. Afinite kromatografisinden once amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmasi
kolonuna tatbik edilecek ¢ozeltideki GR konsantrasyonunun yiiksek olmasi bakimindan
onemlidir.S1g1r ve insan eritrositlerinden elde edilen GR enzimi i¢in amonyum siilfat
coktlirme araligi %30-70, koyun beyni i¢in %35-55 ve koyun karacigeri i¢in %0-60
olarak bulunmustur. Bizim buldugumuz ¢okme arali§i da bu calismalarda bulunan
araliklarla benzerdir. Diyalizin yapilmasi ise afinite kromatografisinden dnce ortamdaki

iyonlarin uzaklastirilmasi agisindan énemlidir (Erat 2002; Acan ve Tezcan 1989; Ulusu

2003)
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Saflagtirma basamaklari esnasinda eliatlarin  protein muhtevalar1 280 nm’de
absorbanslar1 dlgiilerek belirlendi. Bu sekilde yapilan kalitatif tayin protein yapisinda
bulunan fenil alanin,tirozin ve triptofan amino asitlerinin bu dalga boyunda absorbans
vermesi esasina dayanmaktadir.Kantitatif protein tayinleri ise Bradford yontemiyle
belirlendi.Bu yontem fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie brillant blue G-250
reaktifiyle kompleks olusturmasi esasina dayanir. Coomassie brillant blue G-250 negatif
yiiklii bir gruba sahiptir ve protein ilizerindeki pozitif yiliklii gruba baglanir. Proteinin
baglanmasi kirmizi formun (Ap.,=465 nm) mavi forma(rAm.,=595 nm) doniistimiinii
saglar. Bu yontemin diger protein tayin yontemlerinden lstiin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin pek olmamasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltisinde

uzun siire kalmasidir.Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Calisma sonucunda Gokkusagi Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR enzimi
%47,28 verimle 840,78 kat saflastirma yapildi. Enzimin saflig1 elektroforezle kontrol
edildi.

Bu enzim domuz eritrositlerinden 3.047 kat, koyun beyninden 75 kat,buzagi
karacigerinden 633 kat,dana karacigerinden 218 kat saflastirilmistir (Boggaram et al.

1979;Ac¢an ve Tezcan,Le Trang et al. 1983;Carlberg ve Mannervik 1981).

Gokkusagi Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR enziminin optimum pH
degeri Tris-HCl tamponunda 8,0 olarak belirlendi. Literatiirde domuz eritrositleri igin
7,0,insan eritrositi i¢in 8,0, buzagi karacigeri icin 7,0, sigir eritrositleri i¢in 7,3 oldugu
literatiirde ge¢mektedir. Elde ettigimiz sonug diger degerlerle benzerlik gostermektedir

(Boggaram et al. 1979; Beutlar 1984; Le Trang et al. 1983; Erat 2002).

Gokkusagr Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR enziminin stabil pH degeri
Tris-HCI tamponunda pH=8,0 olarak tespit edildi. Literatiirde stabil pH calismas1 ile
ilgili sig1r eritrosit GR enzimi i¢in pH=7,3 olarak bulunmustur (Erat 2002).
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Yapilan denemelerde enzimin optimum sicakligi 10°C olarak tespit edildi. Literatiirde
s1gir eritrosit GR enzimi i¢in optimum sicaklik 55°C ,koyun karacigeri i¢in 60°C olarak
bulunmustur (Erat 2002; Ulusu 2003 ). Buldugumuz optimum sicaklik degeri bu
degerden oldukca farklidir.

Yapilan islemlerle enzimin optimum iyonik siddeti 50 mM Tris-HCI tamponu olarak
tespit edildi. Literatiirde sigir eritrosit GR enzimi i¢in optimum iyonik siddet 435 mM
fosfat tamponu, koyun karacigeri i¢cin 50 mM Tris olarak bulunmustur (Erat 2002;
Ulusu 2003). Goriildigl gibi buldugumuz optimum iyonik siddet degeri koyun
karacigeri GR enzimiyle ayni iken, sigir eritrosit GR enzimi optimum iyonik siddet

degerinden oldukga farklidir.

GR enziminin dogal substrati GSSG’dir. GSSG i¢in bulunan Ky ve Vi degerleri
sirastyla 0,025 mM ve 0,098 EU/ml seklindedir. GR enziminin diger bir substrati olan
NADPH icin ise bu degerler sirastyla 0,055 mM ve 0,143 EU/ml olarak bulunmustur.
Literatiirde sigir eritrosit GR enziminde GSSG i¢in Ky ve Ve degerleri sirasi ile
0,149 mM ve 0,676 EU/ml, NADPH i¢in ise 0,0714 mM ve 0,0931 EU/ml, koyun
karacigeri GR enziminde GSSG i¢in 0,0239 mM ve 0,255 EU/ml, NADPH icin ise
0,0258 mM ve 0,266 EU/ml olarak bulunmustur (Erat 2002; Ulusu 2003).

Proteinler amino asitlerin peptid baglar1 ile baglnmasi ile meydana gelirler. Proteinin
yapisindaki amino asitler,R gruplarinda ihtiva ettikleri fonksiyonel gruplarin {izerinden
reaksiyon verirler. Ornegin,sistein —SH, tirozin ~OH ve arginin guanidyum gruplar
tizerinden reaksiyon verirler. Sisteinde bulunan —SH grubu zayif asit 6zelligi tagir ve
reaksiyona girmeye oldukg¢a yatkindir. Sistein eser miktarda da olsa metal iyonlarina
maruz birakildiginda merkaptanlar olusur. Sistein bir¢ok enzimin aktif ve katalitik
bolgelerinin ¢ok Gnemli bir bilesenidir. Bu tip enzimler Ag" ve Hg™ gibi metal
iyonlartyla muamele edilirse -SH iizerinden merkaptanlar olusur ve enzim aktivitesini

kaybeder (Keha ve Kiifrevioglu 2004 ).
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Metaller yerkabugunda dogal olarak bulunurlar. Bozulmazlar ve yok edilemezler.
Kiiciik bir miktara kadar viicudumuza gidalar,igme suyu ve hava yolu ile girerler. Iz
elementler gibi baz1i metaller(6rnegin bakir,selenyum,¢inko) insan viicudunun
metabolizmasini slirdiirmek igin gereklidir. Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonda

toksik olabilirler.

Cevremizde c¢esitli sekillere bulunan metallerin kolay kolay bozulmamasi ve yok
edilememesi bu ¢aligmanin énemini bir kez daha ortaya koymaktadir. Cilinkii havaya,
nehirlere ve denizlere karisan atiklar icerisinde bulunan veya bulunabilecek metaller
insanlarin en fazla tiikettikleri baliklar gibi bir¢ok besin maddesi vasitast ile
viicudumuza girmekte ve atilamayarak biyobirikime sebep olmaktadir. Bunun sonuglari

ise gliniimiizde tartisilmaz boyuttadir.

Gokkusagr Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR enzimi iizerine bazi metal
iyonlarmin inhibisyon etkisi incelendi. Bu amagla Hg(NOs);, Cu(NOs),.3H;0,
Fe(NO3)3; 9H,0, AICl5.6H,0, Pb(NOs), ve CdCl,.H,O maddeleri ¢alisildi.

Gokkusagr Alabalik Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR enzimi {izerine inhibisyon
etkisi gosteren Hg™ Cu™?, Fe™, AI”, Pb™ ve Cd™ metal iyonlarmdan Cu™ ve Cd"™ igin
K, sabitlerinin belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanild1 (Segel
1975; Telefoncu 1986). Sonuglarin hasas bulunabilmesi i¢in her inhibitorlii ¢alisma i¢in
3 farkli inhibitdr konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir. Grafik

ciziminde Microsoft Excel programindan faydalanilmistir.

K; sabitleri kiiclik olan inhibitoriin enzime ilgisi bilylik oldugundan enzimin katalitik
aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin biiylik olacagi bilinmektedir. Gokkusag1 Alabalik
Karaciger Dokusundan Saflastirilan GR enzimi igin ICsy degerleri kiigiikten biiylige
dogru Cd<Cu< Hg<Pb<Fe<Al seklindedir. Cu™ ve Cd"? i¢in (Ki)ox degerleri 0,117 ve

0,104 olarak bulunmustur. Inhibisyon tipleri ise yarismali inhibisyondur.



60

Bu c¢alismada enzimin dogal inhibitorleri olan NADP" ve GSH‘mn enzim iizerindeki
inhibisyon etkileri arastirilarak,inhibitorler i¢in K; sabitleri bulundu. NADP" ve GSH
icin K; sabitleri sirastyla 0,295(yarigmali) ve 10,17(yarigmall) mM‘dir. Erat sigir
eritrosit GR enzimi icin NADP" (yarigmali) ve GSH (yarismasiz) icin K; sabitlerini
sirasiyla 0,248 ve 7,841 mM,Ulusu ise NADP" (yarismali) ve GSH (yarismali1) igin
4,367 ve 0,4055 mM olarak bulmustur.

Farkli kaynaklardan elde edilen GR enzimini 2-(5’-nitrofurilvinil)-kuinolin bilesigi
tiirevlerinin, arilizoalloksazin bilesiklerinin, arsenik grubu ve nitro grubu ihtiva eden
bilesiklerin de inhibe ettigi belirlenmistir (McCallum and Barett 1995; Styblo and
Thomas 1995; Janet et al. 1996; Grellier et al. 2001).

Sonug olarak su degerlendirme yapilabilir; Gokkusagi Alabalik Karaciger Dokusundan
Saflastirilan GR enzimi hayati éneme sahip olan GSH/GSSG oranimi kontrol altinda
tuttugu icin GR enzimini inhibe ederek bu dengeyi bozabilecek olan bu maddelerin

kullaniminda son derece dikkatli olunmali ve kullanimi kontrolli olmalidir.

Yukarida verilen sonuglara gore bu tez kapsaminda, hemen hemen tiim canlh
organizmalarda yaygin bir sekilde bulunan ve bir¢ok metabolik olayda hayati dnem
tagiyan glutatyon rediiktaz enzimi Gokkusagi Alabalik Karaciger Dokusundan 2°,5’-
ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi kullanilarak tek bir basamakta ve ¢ok kisa
siirede yiiksek bir saflikta elde edildi ve enzimin karakteristik ve kinetik 6zellikleri
belirlendi. Ayrica bu dokudan elde edilen GR enzimi aktivitesi iizerine 6 farkli metal
iyonunun inhibisyon etkisi arastirildi ve diisiik konsantrasyonlarda bile bu iyonlarin
enzimi inhibisyona ugrattiklar1 tespit edildi. Daha sonra,Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek inhibisyon tipleri belirlendi. Bu inhibisyon alabaliklarda asit-baz dengesi,
osmoregiilasyon ve iyon regiilasyon gibi fizyolojik fonksiyonlara zarar verebilir. Ayrica
tatli su baliklarinda GR {izerine toksikolojik bilgilerin az olmasindan dolay1 bu enzimin
Hg™, Cu™, Fe", AI”, Pb™ ve Cd™ metal iyonlarma kars1 duyarliligi toksikolojik
alanda bu enzim ilizerine yapilacak caligmalara temel teskil edecektir. Diger bir husus

ise enzim inhibisyonu gibi biyokimyasal degisiklikler c¢evresel sagligin indikatorleri
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olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bu biyokimyasal degisiklikler suda yasayan
organizmalar iizerine kimyasallarin zararli etkilerinin gézlemlenmesinde hizli ve hasas
araclardir. Bu nedenle GR enzimi ¢evresel kirliligin kalitatif tayininde biyomarker

olarak kullanilabilecegi kanaatindeyiz.

Sonugc olarak bu tez kapsaminda asagidaki bulgular elde edilmistir;

1. Gokkusagr Alabalik Karacigeri GR enzimi homojenatin hazirlanmasi, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemleri
kullanilarak spesifik aktivitesi 13,957 EU/mg protein olan enzim %47,28 verimle
840,78 kat saflastirilmistir.

2. Ezimin stabil oldugu pH = 8,0, optimum iyonik siddet 50 mM Tris-HCI, optimum
pH =8,0, aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik 10°C olarak belirlenmistir.

3. pH=8,0’de Ky degerleri NADPH i¢in 0,055 mM, GSSG igin 0,025 mM, Vi
degerleri sirasiyla 0,143, 0,098 EU/ml olarak bulunmustur. Ayrica NADP (yarigsmali)
ve GSH(yarismal1) icin elde edilen Ki sabitleri sirasiyla 0,295 ve 10,17 mM olarak
bulunmustur.

4. Hg+2, Cu+2, Fe+3, A1+3, Pb"? ve Cd"™ metal iyonlari i¢in ICsy degerleri sirasi ile 0,509,
0,082, 0,797, 0,804, 0,122 ve 0,0655 mM olarak belirlenmistir. Ayrica Cu'? ve Cd"™
iyonlar1 i¢in K sabitleri sirasi ile 0,117, 0,104 mM ve inhibisyon tipleri her ikisi i¢inde

yarigsmali olarak tespit edildi.
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