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OZET
Doktora Tezi

MITOKONDRIAL GLUTAMAT DEHIDROGENAZ ENZIMININ KOYUN
KARACIGERINDEN SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE
ENZIM AKTIVITESI UZERINE BAZI METAL i YONLARININ ETKILERININ
INCELENMESI

Ugur GULLER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Omer irfan KUFREVIOGLU

Bu calismada koyun karaciger mitokondrisinden glutamat dehidrogenaz (NAD(P)'-
spesifik EC 1.4.1.3, GDH) enzimi 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
kullanilarak ilk kez tek basamakta saflagtirilmistir. Enzim yaklasik olarak 1320 EU/mg
protein spesifik aktiviteyle, %9 verimle, 272 kat elde edilmistir. Saflastirilan enzimin
stabil pH’s1t 7,0; optimum pH’s1 7,5; optimum iyonik siddeti 500 mM K-fosfat,
optimum sicaklig1 40°C, tabii molekiil kiitlesi jel filtrasyon kromatografisi ile 363 kDa
ve alt birimlerinin molekiil kiitlesi 62 kDa olarak bulunmus ve 6zdes alt1 alt birimden
olustugu tespit edilmistir. Saflastirilan enzimin substratlarinin ve koenzimlerinin Ky
sabiti ve Vmax degerleri de belirlenmistir. NADH, NADPH, a-ketoglutarat, NH,",
NAD*, NADP" ve L-glutamat i¢in Ky sabitleri siras1 ile 0,14; 1,67; 0,40; 12,92; 1,21,
0,24 ve 5,57 mM olarak, Va degerleri 3,86; 3,08; 1,68; 1,32; 0,81; 0,27 ve 0,46 EU/ml
olarak bulunmustur. Saflastirilan enzim iizerine bazi metal iyonlarinin inhibisyon etkisi
arastirilmis, Ag+; Zn+2; Cu+2; CO+2; Ni*? ve Fe* iyonlariin enzimi inhibe ettigi
goriilmiistiir. Inhibisyon etkisi gdsteren metallerin ICsy degerlerini belirlemek icin
%aktivite-[metal iyonu] grafigi ve inhibisyon tiiriinii belirlemek ve K; sabitini
hesaplamak amact ile Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmis ve inhibisyon tiirii
belirlenmistir.

2014, 80 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glutamat dehidrogenaz, koyun karacigeri, mitokondri, metal
iyonlari, inhibisyon



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF MITOCHONDRIAL
GLUTAMATE DEHYDROGENASE ENZYME FROM SHEEP LIVER, AND
INVESTIGATION OF SOME METAL IONS’ EFFECTS ON THE ENZYME

ACTIVITY

Ugur GULLER

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Branch of Biochemistry

Supervisor: Prof. Dr. Omer irfan KUFREVIOGLU

In this study, glutamate dehydrogenase (NAD(P)*-specific EC 1.4.1.3, GDH) enzyme
was purified from sheep liver for the first time by using 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity
chromatography in a single step. Enzyme was obtained with a specific activity of 1320
EU/mg protein, 272 fold and 9% vyield. Optimal conditions for the enzyme were
determined as optimal pH 7.5, optimal ionic strength 500 mM, optimal temperature
40°C, stable pH 7.0. Natural molecular weight and subunits’ molecular weight for the
enzyme were determined as 363 kDa from the gel filtration chromatography and 62 kDa
from the SDS-PAGE. It was concluded that mitochondrial GDH was composed of six
identical subunits. Ky constants and Vmax values for NADH, NADPH, a-ketoglutarate,
NH4", NAD*, NADP" and L-glutamate which were substrates and coenzymes of the
enzyme were examined and Ky constants were calculated as 0.14; 1.67; 0.40; 12.92;
1.21; 0.24 and 5.57 mM, Vmax values were calculated as 3.86; 3.08; 1.68; 1.32; 0.81;
0.27 and 0.46 EU/mI respectively. Also, the inhibition effects of some metal ions on the
enzyme activity were investigated. Ag*; Zn?*; Cu*"; Co*"; Ni** ve Fe** inhibited the
enzyme and K; constants and inhibition types of these ions were determined from the
Lineweaver-Burk graphs.

2014, 80 pages

Keywords: Glutamate dehydrogenase, sheep liver, mitochondria, metal ions, inhibition
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler en dikkate deger ve oldukca 6zellikli proteinlerdir. Enzimler ¢ogu kez sentetik
ve inorganik katalizorlerden ¢ok daha Onemli olaganiistii katalitik giice sahiptir.
Substratlar igin yiiksek Ozgiilliige sahiptirler, kimyasal tepkimeleri yiiksek derecede
hizlandirirlar ve pH ve sicakligin optimum oldugu kosullarda sivi ¢ozeltilerde islev
goriirler. Biyolojik olmayan katalizorlerin ¢ok azi bu ozelliklerin hepsine sahiptir.
Enzimler diizenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besin molekiillerinin pargalandigi
tepkime basamaklarinin yiizlercesini katalizlerler, boylece kimyasal enerjiyi korur,
doniistiirir ve basit molekiillerden biyolojik makromolekiiller iiretirler (Nelson and Cox
2005).

Bazi enzimler, enzimatik reaksiyon igin gerekli olan, protein olmayan kofaktorlerle
birlesirler. Siklikla karsilasilan kofaktorler arasinda Zn*? ve Fe* gibi metal iyonlar1 ve
koenzim olarak B12 vitamini gibi vitaminler ya da genellikle vitamin tiirevi olan
organik molekiiller yer alir. Ornegin NAD® koenzimi niyasin, FAD" koenzimi
riboflavin igerir. Holoenzim, enzimle birlikte koenzimi, apoenzim ise holoenzimin
protein kismini ifade eder. Uygun kofaktér yoksa apoenzim biyolojik aktivite
gostermez. Prostetik grup ise enzimden ayrilmayan enzimin yapisina siki bagl bir
koenzimdir. Ornegin; Karboksilaz enziminin {i¢ boyutlu yapisina bagl biyotin gibi.
Enzimlerin tizerine etki ettikleri ve iriine doniistiirdiikleri bilesiklere substrat denir.
Enzimler genelde belirli bir substratla etkilesirler, sadece tek tip kimyasal reaksiyonu
katalizlerler ve bu yonleriyle oldukga spesifiktirler. Birgok enzim hiicre iginde farkli
kisimlarda eksprese olmaktadirlar. Boylece bir reaksiyonun substrati ve tiriini diger
reaksiyonlardan izole olur, reaksiyon i¢in uygun ortam saglanmis olur ve hiicredeki

binlerce enzim amaca uygun olarak organize edilmis olur (Harvey et al. 2007).



Enzim molekiillerinde aktif bolge denilen 6zel bir cep ya da yuva bulunur. Aktif bolge
substrata komplementer olan ii¢ boyutlu bir yiizey olusturan aminoasit yan zincirleri
igerir. Aktif bolge substrati baglayarak bir enzim-substrat (ES) kompleksi meydana
getirir. ES, sonradan enzim ve lirline pargalanan enzim-iiriine (EP) dontisiir (Harvey et

al. 2007).

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin ¢ogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 10% ila
10% kere daha hizl olarak oldukea etkindir. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede
100 ila 1000 substrat molekiiliinii {iriine ¢evirme yetenegine sahiptir. Enzim basina

diisen iriine ¢evrilmis substrat sayisina ‘turnover sayisi’ denir (Harvey et al. 2007).

Bir kisim enzimler substrat adinin sonuna ‘-az’ son eki getirilerek adlandirilirken
(6rnegin iireaz) bazilar1 da ilk kasiflerinin ortaya attiklari isimlerle taninir (6rnegin
tripsin). Ancak bu isimlerin ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi
verdiginden Uluslararast Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir
siiflandirma yapilmigtir. Ayrica her enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi

ongoriilmistiir (Nelson and Cox 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve mekanizmalarina gore su sekilde
siniflandirilmastir;

1. Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasinda redoks reaksiyonlarini Katalizleyen
enzimlerdir.

2. Transferazlar: 1ki substrat arasinda hidrojen digindaki gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrid, C-halojeniir veya P-N baglarinin
bir su katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.

4. Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizmayla substratlardan gruplarin uzaklastirilip
cift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniisiimiinii

katalizleyen enzimlerdir.



6. Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmast sonucu ortaya c¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzim aktivitesi diizenlenebilir, yani enzimler iiriin olusum hizi ve hiicrenin ihtiyacini
karsilayacak sekilde aktive veya inhibe edilebilirler (Harvey et al. 2007). 1913 yilinda
Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk basamaginda bir ES
olusmasindan ve enzimlerin doygunluk 6zelliginden yola ¢ikarak, bir model gelistirdiler
(Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu modelde, enzim substratiyla geri doniisiimlii olarak
baglanarak sonradan enzimi serbest olarak birakarak {irline yikilan bir ES kompleksi

meydana getirir. Bir substrat molekiiliinii kapsayan model asagida gosterilmistir.

Ky 3
E+S ——~FES —>E+P
Ky
E: Enzim
S: Substrat

ES: Enzim-Substrat kompleksi
P: Uriin
k1, Ko, ks: hiz sabitleri

Michaeles Menten denklemi reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuyla nasil
degistigini gostermektedir.

Vmax- [S]

V., =
7 Ky + [S]

Vo=1ilk hiz
Vmax= maksimum hiz
Kw= Michealis-Menten sabiti= (ko+ks)/ky

[S]= substrat konsantrasyonu

Michaeles Menten hiz denklemi kurulurken asagidaki varsayimlar kabul edilmistir:



I. E ve S’in goreceli konsantrasyonlari: Sustrat konsantrasyonu [S], enzim
konsantrasyonundan [E], ¢ok daha fazladir, bdylece herhangi bir zamanda enzim

tarafindan baglanan substrat miktar1 kiigiiktiir.

ii. Denge durumu varsayimi: [ES] zamanla degismez (denge-denge varsayimi), yani ES
olusum hizi, ES yikim hizina (E+S ve E+P) esittir. Genel bir kural olarak, bir reaksiyon
serisindeki bir ara {riiniin sentez hizi, yikim hizina esitse bu ara iirliniin denge

durumunda oldugu séylenir.

iii. Ik hiz: Enzim reaksiyonu analizlerinde sadece ilk hizlar kullanilir, yani reaksiyonun
hiz1 enzim ve substrat karistirilir karistiritlmaz Slgiiliir. Bu esnada iiriin konsantrasyonu
kiigliktiir ve bu yiizden P’den S’ye geri donen reaksiyon hizi ihmal edilebilir (Nelson
and Cox 2005).

Enzimlerin Ky degerleri ok farklihk gsterir. Birgok enzim i¢in bu deger 107 ile 10
M arasindadir. Ky degeri enzim konsantrasyonuna bagli degildir. Substratin yapisi, pH,
sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde, her

substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri vardir.

Kwm degerinin iki anlami vardir. Birincisi; Ky enzimin aktif bolgelerinin yarisinin

doldugu substrat konsantrasyonudur. Ikincisi; Ky degerinin

Ky ks
E+S ——>ES —>E+P
ky

denklemiyle gosterilen katalizleme mekanizmasi basamaklarinin hiz sabitleriyle iligkisi

vardir. K= (Kotks)/K; e esittir.



ko>>ks; oldugu zaman Ky, ES’nin ayrisma sabitine esittir. Bu durumda Ky, ES
kompleksinin bir saglamlik Olciisiidiir. Yiiksek Ky zayif baglanmayi, diisiik bir Ky

kuvvetli baglanmayi ifade eder.

Vmax €nzimin katalitik aktivitesinin bir ifadesidir. Vmax teriminin birimi, iiriine ¢evrilen
substratin mol sayisi/birim zaman’dir. Enzimlerin Vpax degerleri de birbirlerinden ¢ok
farklidir. Ayni zamanda substratlarm yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle de
degisirler.

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan
azaltilmasi hatta yok edilmesi olayina “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere “inhibitor” denir. Inhibitorler genellikle kiiciik molekiil kiitlesine sahip
bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktiviteyi kontrol eden en kiigiik molekiiller biyolojik
sistemler lizerinde biiyiik 6l¢iide kontrol sagladiklari i¢cin dnemlidirler. Bircok kimyasal
madde ilag ve zehirli bilesikler de fonksiyonlarini bu yolla gergeklestirirler. Enzimatik

inhibisyon, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak {izere baslica iki sekilde siniflandirilir.

Dontigiimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitdr, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. Vpax (enzimatik
reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, Ky (enzimin substrata ilgisini
gosteren sabit) degismeden kalir. Doniisiimsiiz inhibisyonun aksine doniistimlii

inhibisyonda enzim ile inhibitdr etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir.

Doniigiimlii inhibisyon ti¢ grupta incelenir, bunlar;
e Yarismali (kompetitif) inhibisyon
e Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyon

e Yar yarismali (unkompetitif) inhibisyon

Dontistimlii inhibisyonun en basit tipi yarigmali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali

inhibitdr yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bdlgesine baglanir. Boylece



substratin enzime baglanmasi dnlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin Vpax degeri degismezken, Ky

degeri artar.

Yine dontistimlii tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér ve substrat
enzim molekiiliine ayni anda baglanabilir. Yarismasiz bir inhibitdr, etkisini; bir enzimin
turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini digiirerek gosterir. Burada substrat ve
inhibitor arasinda yarisma séz konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Bu durum baglanmanin enzimin ayni bdlgesine
olmadigini gosterir. Enzimin Vs degeri azalirken, Ky sabit kalir. Substrat ve inhibitor,

farkli bolgelere baglanabildiginden enzimin iki ¢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 yar1 yarigmali inhibisyona nadir
rastlanir. Daha ¢ok birden fazla substratli enzimler ig¢in gegerlidir. Enzim—substrat
inhibitor (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yari yarismali inhibitoriin varliginda
Vmax azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla S kompleksi ortamdan stirekli
cekileceginden 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 c¢esitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda enzim,

substrat ve inhibitoriin baglanma denge sabitleri farklilagsmaktadir.

Bir¢ok multienzim sistemi net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitesine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda seri reaksiyonlarin son {irlinii 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 olayr meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen
bilesiklere “modiilatér” denir. Allosterik enzimlerin kinetigi Michaelis—Menten

kinetiginden farklilik gosterir.

Inhibisyon c¢esidinin ve K; sabitinin belirlenmesi igin en ¢ok kullanilan ydntem,
Lineweaver—Burk grafikleridir (Sekil 1.1). Bu yontemde 1/V-1/[S] grafikleri sabit
inhibitdér ve en az bes farkli substrat konsantrasyonunda cizilir. Kesim noktalarinda

degerlendirmeler yapilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1w
Egim=K,,/V .

1/Vmax

1/[S]

1Ky

Sekil 1.1. Lineweaver-Burk Grafigi (Keha ve Kiifrevioglu 2009)

Yarigmali inhibisyonda yapi itibariyle inhibitér substrata benzemekte ve enzimin aktif
bolgesine baglanarak substratin enzime baglanmasini Onlemektedir. Fakat enzime
doniislimlii baglanan inhibitoriin substrat konsantrasyonu artirildigi durumlarda
inhibitdrlerin inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Baska bir sdylemle enzimin Vmax
degeri degismezken Ky degerinde artis gozlenir (Segel 1975; Telefoncu 1986; Keha ve
Kiifrevioglu 2009). Yarismasiz inhibisyonda ise inhibitdr ile substrat arasinda enzimin
aktif bolgesine baglanma hususunda bir yaris so6z konusu degildir. Ciinkii inhibitor

enzimin farkli bir bolgesine baglanmaktadir. Enzimin Vmax degeri azalirken Ky degeri



sabit kalir. Substrat ve inhibitor enzimin farkli bolgelerine baglana bilmesi ile enzimin
El ve ESI olarak iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir (Telefoncu 1986; Keha ve
Kiifrevioglu 2009). Grafik denkleminde yarismali inhibisyon i¢in Km'= Ku/(1+[I]/K;)
ifadesinden, yarismasiz ve yari yarismali inhibisyon icin Vmax=Vmad (1+[1]/K;)

formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlenebilir.

1.2. Amino Asit Yikim

Diyet proteininden tiireyen amino asitler amino gruplarimin ¢ogunun kaynagidir. Amino
asitlerin cogu karacigerde metabolize edilir. Bu islemle olusan amonyagin bir kism1 geri
dontstiiriiliir ve ¢esitli biyosentetik yollarda kullanilir; fazlasi organizmaya bagl olarak
ya dogrudan atilir ya da atim i¢in lre veya Urik aside ¢evrilir. Diger dokularda
(ekstrahepatik) olusan fazla amonyak atilacagi forma cevrilmek i¢in karacigere gelir

(Nelson and Cox 2005).

a-Amino grubunun varligi amino asitleri oksidatif yikimdan korur. a-Amino grubunun
uzaklagtirilmas1 amino asitten enerji saglanmasi i¢in gereklidir ve tiim amino asitlerin
katabolizmasinda zorunlu bir basamaktir. Bir kez uzaklastirildiginda, bu amino gruplari

bagka bilesiklerin yapisina girer veya atilir (Harvey et al. 2007).

Karbohidrat ve yag asidi yikiminda oldugu gibi, amino asit yikim islevleri, cogu amino
asidin karbon iskeletlerinin sitrik asit dongiisiine katilmasiyla merkezi yikim yollarinda
birbirine benzerdir. Amino asit yikim yolu tepkimelerinin bazilar1 yag asitlerinin yikim
basamaklariyla yakin benzerlik gosterir. Ancak, her amino asit bir amino grubu igerir ve
bu nedenle amino asit yikimi i¢in metabolik yollar a-amino grubunun karbon iskeletten
ayrildig1 ve amino grubu metabolizmasinin yollarina baglandigi bir anahtar basamak
kapsar (Sekil 1.2). Bu basamak ile amino asit yikimmin diger metabolik yikim

islemlerinden ayrildigi énemli bir 6zellik bu noktada tanimlanabilir (Nelson and Cox
2005).



Hiicre ici protein

l

Diyet proteini ——» Amino asitler

i

Karbon iskeletleri
Amino asitler/
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Sitrik asit
dongiisiiniin
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dongiisii COz+H:0
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Ure Okzalasetat
(azot atim iiriinii) l
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(glukoneogenezle
sentezlenen)

Sekil 1.2. Memelilerde amino asitlerin yitkimina genel bakis (Nelson and Cox 2005)

Transaminasyon amino asitlerden azotun uzaklastirilmasi i¢in kullanilan baglica yoldur.
Cogu kez azot bir amino asitten amino grubu olarak a-ketoglutarata aktarilabilir ve
boylece glutamat olusurken diger yandan orijinal amino asit kendi a-keto asidine

doniisiir. Ornegin aspartat amino asidi transamine oldugunda kendi a-keto asidi olan
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okzalasetat olusur. Bu tepkimede amino grubu a-ketoglutarata aktarilarak kendi eslenik
amino asidi olan glutamat amino asidine doniistiiriilir. Bu tepkimeleri katalizleyen
enzimler transaminaz ya da aminotransferazlardir. Bu tepkimelerin ¢ogu ig¢in a-
ketoglutarat ve glutamat, o-keto asit-amino asit ¢iftlerinden biri olarak gorev yapar.
Transaminasyon tepkimelerinin kofaktorii piridoksal fosfattir. Genel olarak
transaminasyon tepkimelerinde bir amino asitten bir amino grubu ikinci bir amino
asidin amino grubu haline gelir. Bu tepkimeler, kolayca geri doniisiimlii oldugu igin
amino asitlerden azotun uzaklastirilmasi ya da a-keto asitlere azot aktarimi ile amino
asit olusturulmasinda kullanilabilir. Bu ylizden transaminasyon reaksiyonlar1 hem

amino asit yitkim1 hem de amino asit sentezinde yer alabilir (Marks et al. 2007).

Karacigere ulastiktan sonra ¢ogu L-amino asitlerin katabolizmasinin ilk basamagi
aminotransferazlar veya transaminazlarla a-amino gruplarinin uzaklagtirilmasidir. o-
amino asit deamine olurken a-ketoglutarat aminlendiginden bu net bir deaminasyon
degildir. Transaminasyon tepkimelerinin etkinligi bir¢ok farkli amino asidin amino
gruplarinin L-glutamat yapisinda toplamaktir. Glutamat sonra biyosentetik yollara veya
azot atim tiriinlerinin eliminasyonunu saglayan atim yollarina, bir amino grubu vericisi

olarak islev goriir (Nelson and Cox 2005).

Glutamat, amino asit metabolizmasinda temel rol oynamasinin yaninda amino asitlerin
hem yikimina hem de sentezine katilir ve amino asit sentezi i¢in azot saglar. Bu islem
glutamat azotunu ya diger amino asitlerin transaminasyonu ile ya da GDH tepkimesiyle
olusan NH;"”dan saglar. Transaminasyon tepkimeleri daha sonra amino gruplarimi
glutamattan o-ketoasitlere aktararak kendi eslenik amino asitlerin iiretilmesini saglar.
Amino asitler yikildig1 ve iire olustugu zaman, glutamat transaminasyon tepkimeleri ile
diger amino asitlerden azotu toplar. Bu azotun bir kism1 glutamat dehidrogenaz (GDH)
tepkimesi ile amonyak olarak salinir, amonyagin diger kism1 Sekil. 1.2°de gdsterilen
diger kaynaklar tarafindan iiretilir. NH," iire dongiisiine giren iki tip azot kaynagindan
biridir. Ure sentezi i¢in azotun ikinci formu aspartat tarafindan saglanir. Glutamat azot
kaynagi olabilir. Glutamatin amino gruplarin1 okzalasetata aktarilmasiyla aspartat ve a-

ketoglutarat olusur (Marks et al. 2007).
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Biyomolekiillerin son grubu olan amino asitler oksidatif yikimlariyla metabolik
enerjinin olusumuna 6nemli katkida bulunurlar. Doku proteini veya diyet proteininden
gelen amino asitlerden alinan metabolik enerji fraksiyonu, organizmanin tipine ve
metabolik durumlara gore biiyiik degisim gosterir. Etoburlar (bir yemegi takiben
hemen) enerji gereksinimlerinin %90°1in1 amino asit oksidasyonundan saglayabilirken,
otoburlar enerji gereksinimlerinin sadece az bir kismini bu yolla giderebilir. Cogu
mikroorganizmalar g¢evrelerindeki amino asitleri yakalayabilir ve bunlari metabolik
durumlarinin gereksinimlerine gore yakit olarak kullanabilirler. Bununla birlikte,
bitkiler amino asitleri enerji saglamak i¢in nadiren oksitlerler; fotosentezle CO, ve
H,O’dan {iretilen karbohidrat, enerji kaynagi olarak Ozellikle kullanilir. Bitki
dokularindaki amino asit derisimi biiylimeyi destekleme gereksinimine gore,
proteinlerin, niikleik asitlerin ve diger molekiillerin biyosentezi i¢in gereksinimleri tam
karsilayacak sekilde dikkatlice diizenlenir. Bitkilerde amino asit katabolizmasi olur,

fakat amaci diger biyosentez yollarina metabolit saglamaktir (Nelson and Cox 2005).

Hayvanlarda, amino asitler ii¢ farkli metabolik durumla oksidatif yikima ugrar.

1. Hiicre proteinlerinin normal yikimi sirasinda agiga ¢ikan bazi amino asitler eger yeni
protein sentezi i¢in gereksinim yoksa, oksidatif par¢alanmaya ugrar.

2. Bir diyet, proteince zenginse ve yenen amino asitler viicudun protein sentezi
gereksinimini asiyorsa, fazlasi yikilir; amino asitler depolanamaz.

3. Karbohidratlarin ya hi¢ olmadig1r veya uygun yararlanilmadigi, aclikta veya seker

hastaliginda yakit olarak hiicresel proteinler kullanilir.

Tiim bu metabolik durumlarda amino asitler amino gruplarin1 kaybederek, amino
asitlerin “karbon iskeletleri” a-keto asitleri olusturur. a-Keto asitler oksidasyona
ugrayarak CO, ve HyO’ya doniisiir veya siklikla daha 6nemli olan, glukoneogenezle
beyin, iskelet kas1 ve diger dokularin yakiti olan glukoza cevrilebilen ii¢ ve dort

karbonlu birimleri saglar (Nelson and Cox 2005).
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Glutamat, glutamat dehidrogenaz (GDH) tarafindan katalizlenen tepkime ile oksidatif
olarak deamine edilerek o-ketoglutarat ve amonyak olusur. GDH, NAD® veya
NADP"y1 kofaktor olarak kullanabilir. Bircok hiicrenin mitokondrisinde olan bu
tepkime geri doniistimliidiir; bu tepkimede ya amonyak a-ketoglutarat ile birlesir, ya da
glutamattan amonyak salinir. Glutamat diger amino asitlerin azotunu transaminasyon
tepkimelerinin sonucunda toplar ve daha sonra GDH tepkimesi ile amonyag1 salar. Bu
islem iire dongiisiine giren amonyak kaynaklarindan birini saglar (Sekil 1.3) (Marks et
al. 2007).

Amino gruplarinin transfer edildigi transaminasyon reaksiyonlarina zit olarak GDH ile
oksidatif deaminasyon amino gruplarinin serbest amonyak olarak salinmasiyla
sonuglanir. GDH reaksiyonlar1 6zellikle karaciger ve bobrekte meydana gelir. Ayrica
GDH enerji metabolizmasinin ana yolaklarina katilan a-keto asiti ve iire sentezinde azot

kaynagi olan amonyagi saglar (Marks et al. 2007).
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Sekil 1.3. Ure dongiisii i¢in NH," kaynaklarinin dzeti (Marks et al. 2007)

Glutamat ve glutamin 6zellikle azot metabolizmasinda kritik rol oynar. Hepatositlerin
sitozollinde, ¢ogu amino asitlerin amino gruplart glutamat olusturmak i¢in a-
ketoglutarata transfer edilir. Glutamat sonra amino grubunun NH4" olusturmak igin
uzaklastirildigr mitokondri igine taginir. Diger ¢ofgu dokuda olusan fazla amonyak
glutaminin amid azotuna cevrilir, karacigere gecerek karaciger mitokondrisine girer.
Dokularin ¢ogunda glutamin veya glutamat ya da her ikisi diger amino asitlerden daha

yiiksek derisimde bulunur (Nelson and Cox 2005).
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Bir¢ok a-amino asidin amino gruplari, L-glutamatin amino grubu seklinde karacigerde
biriktirilir. Amino gruplarini, attima hazirlamak i¢in, glutamattan uzaklastirmak
gereklidir. Bunun i¢in glutamat hepatositlerde, sitozolden mitokondri igine taginir, orada
L-glutamat dehidrogenaz tarafindan Kkatalizlenen oksidatif deaminasyon gegirir.
Memelilerde bu enzim mitokondri matriksinde bulunur ve indirgen ekivalanlarin alicisi
olarak NAD" veya NADP" kullanabilir. Aminotransferaz ve glutamat dehidrogenazin
kombine islevi transdeaminasyon olarak tamimlanir. Birka¢ amino  asit
transdeaminasyon yolunu atlar ve dogrudan oksidatif deaminasyona ugrar. Glutamat
deaminasyonundan olusan a-ketoglutarat sitrik asit dongiisiinde ve glukoz sentezinde

kullanilabilir (Nelson and Cox 2005).

GDH karbon ve azot metabolizmasinin 6nemli bir kesisme noktasinda gorev yapar.
Memelilerde alt1 6zdes alt birim igeren bu allosterik enzimin aktivitesi allosterik
modilatorlerin  karmagsik diizeniyle etkilenir. Bunlardan en 1iyi calisanlar pozitif
modiilator ADP ve negatif modiilatér GTP’dir. Boylece hiicrede enerji diizeyleri diisiik
oldugunda glutamat dehidrogenaz ile amino asit yikimi artar, bu da amino asitlerden
elde edilen karbon iskeletlerinden enerji elde edilmesine yardimci olur. Bu regiilator
modelin metabolik mantig1 ayrintilariyla agik¢a anlasilamamistir. Mutasyonlar GTP i¢in
allosterik baglanma yerini degistirir veya bagka bir deyisle glutamat dehidrogenazin
stirekli aktivasyonuna neden olarak, hiperinsiilinizm-hiperamonemi sendromu olarak
adlandirilan bir insan genetik hastaligina neden olur. Bu durum kan akimi i¢inde ytiksek
diizeyde amonyak ve buna eslik eden hipoglisemi ile tanimlanir (Nelson and Cox 2005;
Harvey et al. 2007).

GDH koenzim olarak hem NAD* hem de NADP™ kullanabilir. NAD" temel olarak
oksidatif deaminasyonda (amonyak kaybinin karbon iskeletin oksidasyonu ile
kenetlenmesi) kullanilirken NADP" indirgeyici aminasyonda (amonyak kazancinin
karbon iskeletin indirgenmesi ile kenetlenmesi) kullanilir (Sekil 1.4). Reaksiyonlarin
yonii, glutamat, a-ketoglutarat ve amonyagin goreceli konsantrasyonlarma ve
okside/indirgenmis koenzim oranina baghdir. Ornegin, protein igeren bir yemekten

sonra karaciger glutamat diizeyi ylikselir ve reaksiyon amino asit yikimi, amonyak
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olusumu yoniinde ilerler. Reaksiyon ayni zamanda iliskili a-keto asitlerden amino asit

sentezi i¢in de kullanilir.

NAD* NADH NH," cO0
CH, \\\‘ 4//{////} CH,
'
Glutamat
M2 ~_ dehidrogenaz CH,
"NHz;—™—CH / \ \ o—c
NADP* NADPH  NH,*

COO” COO-
Glutamat a-Ketoglutarat

Sekil 1.4. Glutamat dehidrogenaz ile oksidatif deaminasyon

GDH pek ¢cok omurgali hayvanlarin organlarinda (karaciger, beyin, 16kosit vs.) bulunur.
Omurgali hiicrelerinde enzim temelde mitokondri matriksinde bulunur ve amonyak ve
glutamat seviyelerinin kontroliinde 6nemli bir rolii vardir. GDH iirotelik organizmalarin
karacigerinde meydana gelen {ire dongiisiinde amino gruplarinin beslenmesinde ve
ammonotelik organizmalar tarafindan atilan amonyagin iiretiminde 6nemli rolii vardir.
GDH beyinde de hayati bir rol oynar; ¢linkii glutamat 6nemli bir norotransmitterdir ve
glutamat iiretiminin ve bozulmasinin iyi bir bi¢imde diizenlenmesi zaruridir (Fonnum
1984; Plaitakis et al. 1984). GDH ii¢ gruba ayrilir;, NAD"ya spesifik olanlar,
NADP*’ya spesifik olanlar ve kofaktdr olarak her ikisini de kullanabilenler (gift
koenzim spesifik GDH’lar). Genellikle amonyagin asimilasyonunda goérevli olan GDH
NADP* bagimlidir (Britton et al. 1992; Hudson and Daniel 1993). Glutamat
katabolizmasinda gérev alan ise NAD" bagimlidir. Omurgalilarda ¢ift koenzim spesifik
GDH’lar NAD" ve NADP" icin benzer afinite sergilerler. Tuna balig1 ve bir cesit
kopekbalig1 tiiriinden saflastirilan GDH’larin NAD™y1 tercih ettigi goriilmiistiir
(Corman et al. 1966; Veronese et al. 1976; Ciardiello et al. 1997).
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EC 1.4.1.2: L-glutamat+H,O+NAD" <= a-ketoglutarat+NHz;+NADH+H"
EC 1.4.1.3: L-glutamat+H,O+NAD(P)" <= o-ketoglutarat+NH;+NAD(P)H+H"
EC 1.4.1.4: L-glutamat+H,O+ NADP® <= o-ketoglutarat+NH3;+NADPH+H"

Yapilan ¢alismalar GDH’1n nérolojik dejeneratif bozuklugu olan hastalarda fibroblast
ve l16kositlerde azaldigim gosterir (Duvoisin et al. 1983).
Hiperinsiilinizm/hiperamonemi sendromu olan hastalarda GDH geninin 11. ve 12.
ekzonunda mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyon GTP baglanma bolgesi olan
amino asit sekansina denk gelir (Stanley et al. 1998; Allen et al. 2004; Choi et al.
2008).

1.3. Agir Metaller ve Cevresel Etkileri

Insanlar ¢ok eski zamanlardan bu yana metalleri isleyip kullanmaktadirlar. Bu
faaliyetler sonucunda metaller dogal cevirimleri disinda degisik formlarda dogaya
yayllmaya baslamislardir. Sanayi devrimi ile birlikte agir metal igeren komiirlerin
yakilmaya baglanmasi, endiistri bolgelerindeki agir metal kirliligini asir1 boyutlara
ulagtirmistir.  Agir metal kirliliginden kaynaklanan ilk tanimlanan zehirlenmeler
Japonya’da ortaya ¢ikmigtir (Kahvecioglu vd 2003). Agir metal tanimi fiziksel 6zellik
acisindan yogunlugu 5 g/cma’ten daha yiiksek olan metaller i¢in kullanilir. Bu agir
metallere kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, civa ve ¢inko da dahil olmak

tizere 60 tan fazladir (Kahvecioglu vd 2003).

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak ikiye ayrilir. Yasamsal olarak tanimlananlarin organizma yapisinda
belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolayr diizenli olarak besinler yoluyla alinmalari elzemdir. Ornegin
bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve bir¢ok oksidasyon ve
rediiksiyon prosesinin vazgecilmez pargasidir. Fakat yasamsal olmayan agir metaller ise

cok diisiik konsantrasyonda bile fizyolojik yapiyr etkileyerek cok ciddi saglik
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problemlerine yol acabilmektedirler. Bu gruba en iyi 6rnek kiikiirtlii enzimlere baglanan

civadir (Bigersson et al. 1988).

Boyle bir genelleme vyapilsa da agir metaller canli  biinyelerde yalnizca
konsantrasyonlarina bagli olarak etki gdstermezler. Ciinkii etki canli tiirline ve metal
iyonunun yapisina da baglidir (¢6ziiniirliikk degeri, kimyasal yapisi, redoks ve kompleks
olusturma yetenegi, viicuda alinis sekline, ¢evrede bulunma sikligina, lokal pH degeri

v.b.) (Ozaslan 2014).

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde agir metallerin {iretiminin ve gereksinimin
stirekli artis gostermesi, bunlarin gevreye yayilma ve bulagma olasiligini arttirmaktadir.
Bir element gerek maden cevheri halindeyken gerekse islenirken dogaya
karisabilmektedir. Ayrica, tarimda yiiksek iiretim igin giibre kullanimiin artmasi
yukaridaki olasiligi daha da artirmaktadir. Son hesaplamalara gore giiniimiize kadar
yaklasik 20, 240, 250, ve 310 milyon ton Cd, Pb, Zn ve Cu c¢ikarilmis ve biyosfere
birakilmigtir. Cd, Pb, Cu ve Zn antropojenik kaynaklarinin ise sirasi ile 73000, 400000,
56000 ve 214000 ton civarinda oldugu hesaplanmistir (Oztiirk vd 1992). Genel olarak
antropojenik kaynaklardan agir metal girisi, dogal kaynaklardan olan girisin birkac kat
tizerindedir. Bu durum, insan etkenliklerinin tiim diinyadaki agir metallerin dongiilerini
arttirdigim  gostermektedir. Japonya’da Itai-itai ve Minamate hastaliklarinin ortaya
cikmasiyla agir metaller ilgi odagi haline gelmis bu konuda yapilan galigmalar son
yillarda artis gostermistir. Giiniimiizde c¢evreye verilen toksik maddeler doganin
dengesini bozacak diizeye ulasmistir. Antropojenik islevlerin yogun oldugu kentsel
alanlardan ve ¢esitli endiistri kuruluslarindan ¢evreye yayilan toksik maddeler su, hava

ve toprak kirliliginin baslica nedenlerindendir.
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2. KAYNAK OZETLERI

GDH’lar birgok kaynaktan izole edilmis, sekans analizi yapilmis ve iki oligomerik
smifa ayrilmigtir. Bunlar bakteriyel ve fungal NADP" bagl ve omurgali ¢ift koenzim
spesifik GDH’lardir. Her biri 48 kDa (bakteriyel) (McPherson et al. 1983) ve 55 kDa
(omurgali) (Smith et al. 1975) molekiil agirlikli alt1 alt birime sahiptir. Halbuki NAD"
bagli enzimler ya 48 kDa (Rice et al. 1985) civarinda alt1 alt birim ya da 115 kDa
(Veronese et al. 1974) civarinda dort alt birime sahiptir. Pek ¢ok kaynaktan saflastirilan
GDH’larin sekanslart karsilagtirildigi zaman koenzim spesifiklikleri ne olursa olsun

hekzamerik enzimler yapisal olarak benzer o6zellik gostermistir (Lilley et al. 1991,

Beker et al. 1992; Britton et al. 1992).

Kim et al. (2002) kolza tohumundan yaptiklart ¢alismada GDH’1 amonyum siilfat
cOktiirmesi, DE-52 selilloz kolon kromatografisi, DEAE-Toyopearl kolon
kromatografisi ve Fenil-Toyopearl kolon kromatografisi kullanarak %35 verimle 190
EU/mg protein spesifik aktiviteyle saflastirmislardir. GDH’1in 6zdes 52 kDa molekiil
kiitlesinde alt1 alt birimden olustugu ve dogal halinin yaklasik 300 kDa molekiil
kiitlesine sahip oldugu, optimum pH’nin 8,0 ve stabil pH’nin 5,5 oldugunu da tespit
etmislerdir. Ayrica GDH’in NADP™’ya spesifik oldugu ve Ag"’nin bu enzimin kuvvetli

bir inhibitdrii oldugu tespit edilmistir.

El-Shora and Abo-Kassem (2001) yaptiklart ¢alismada kabak bitkisinin ilk ¢ikan
yapragindan GDH enzimini %31,2 verim, 136 kat ve 31,4 EU/mg protein spesifik
aktiviteyle saflastirmislardir. Ky sabiti ise a-ketoglutarat icin 3,3 mM, NH;" igin ise

33,3 mM olarak bulunmustur.

McCarthy et al. (1980) GDH enzimini okiiz beyninden homojenatin hazirlanmasi,
amonyum siilfat c¢oktiirmesi, DEAE-seliilloz iyon degisim kromatografisi ve GTP-
Sepharose afinite krromatografisi olmak iizere dort basamakta saflagtirmistir. Enzimi 40

EU/mg protein spesifik aktiviteyle 1300 kat ve %22 saflikta elde etmislerdir. Enzimin
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safligt SDS-PAGE ile kontrol edilmis ve alt birimlerinin molekiil kiitlesi 55+5 kDa
olarak bulunmustur (McCarthy et al. 1980)

Yapilan bir ¢calismada GDH enzimi bir siyanobakteri olan Synechocystis PCC 6803’den
homojenatin hazirlanmasi, DE-52 iyon degisim kromatografisi ve 2', 5'-ADP Sepharose
4B afinite kromatografisi teknikleri olmak iizere iic basamak kullanilarak 28,5 EU/mg
protein spesifik aktiviteyle 3353 kat %101 verimle saflastirilmistir. Tetramer olan
enzimin tabii molekiil kiitlesi Sephacryl S-300 jel filtrasyon kromatografisi ile 208+5
kDa, alt birimlerinin molekiil kiitlesi ise SDS-PAGE ile 46 kDa olarak bulunmustur.
Yapilan literatiir taramasinda Ca*? iyonlariin enzimin aktivitesini artirdig1 goriilmiis bu
nedenle farkli konsantrasyonlarda CaCl, varliginda enzimin hem aminasyon hem de
deaminasyon aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Glutamat olusumunun 20 mM CaCl, varliginda
%25 artt1g1, deaminasyon aktivitesinin ise %108 arttig1 gdzlenmistir. Aminasyon
aktivitesi i¢in optimum pH 7,5-8,0 arasinda bulunmustur. Bu pH’da NADP®, a-
ketoglutarat ve amonyum i¢in Ky sabitleri sirasiyla 20 uM, 1,5 mM ve 3,7 mM olarak

bulunmustur (Florencio et al. 1987).

Synechocystis PCC 6803 iizerinde yapilan baska bir calismada NAD"-spesifik GDH
saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Bu enzim ayni soyda bulunan ve farkli genle
kodlanan NADP"-spesifik GDH’dan farklidir. NAD"-spesifik GDH enzimi homojenatin
hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktlirmesi, DE-52 seliloz anyon degisim
kromatografisi, iki kez ard arda yapilan kirmizi agaroz kolon kromatografisi ve
Sephacryl S-300 jel filtrasyon kromatografisinden olusan altt basamakta
saflastirilmigtir. Enzim 5,9 EU/mg protein spesifik aktiviteyle 424 kat ve %10 verimle
elde edilistir. Enzimin SDS-PAGE ile saflig1 kontrol edilmis, tek bant bulunmus ayrica
alt biriminin molekiil kiitlesi 48,5 kDa olarak bulunmustur. Jel filtrasyon kromatografisi
ile tabii molekiil kiitlesi 295+5 kDa olarak bulundugundan enzimin alt1 es alt birimden
olustugu kanaatine varilmigtir. NADH yerine NADPH kullanildiginda reaksiyonun 42
kat daha yavas gerceklestigi goriilmiistiir. Tersi olan reaksiyonda ise NAD" yerine
NADP" kullanildiginda reaksiyonun 45 kat daha yavas gerceklestigi goriilmiistiir.
Optimum pH 8,5-9,0 olarak bulunmus ve bu pH’da a-ketoglutarat, amonyum, glutamat,
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NAD" ve NADH icin Ky sabitleri sirastyla 1,8 mM; 4,5 mM; 16,1 mM; 190 uM ve 50
UM olarak bulunmustur (Chavez and Candau 1991).

Ciardiello et al. (1997) yaptiklar1 ¢alismada GDH enzimini giiney kutup baligi
eritrositlerinden saflastirmis ve karakterize etmislerdir. Hekzamer olan enzimin alt

birimlerinin molekiil kiitlesini 57,9 kDa olarak bulmuslardir (Ciardiello et al. 1997).

Yapilan baska bir calismada GDH enzimi bataklik yosunundan homojenatin
hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢Oktiirmesi, fenil Sepharose, Siiperdeks 200, Q
Sepharose ve Siiperdeks 200 kolon kromatografileri olmak {izere alt1 basamakta
saflastirilmistir. Enzim 68 1nkat/mg proten spesifik aktiviteyle 2003 kat, %7,5 verimle
elde edilmistir. Aminasyon aktivitesi i¢in optimum pH 7,7; deaminasyon reaksiyonu
icin optimum pH 8,6 olarak bulunmustur. NADPH-bagimli GDH enziminin
substratlarina olan ilgisini gosteren Ky sabitleri NADPH, a-ketoglutarat ve NH,4Cl1 igin
sirastyla 1,110 M; 6,3x10° M ve 4,1x102 M olarak bulunmustur. NADH-bagimli
GDH’n Ky sabitleri NADH, a-ketoglutarat ve NH4Cl i¢in sirasiyla 8,3 10° M; 0,7x10°
3 M ve 2,8x10 M olarak tespit edilmistir. NAD" bagimli GDH enziminin glutamat icin
K sabiti 2,1><10'3 M, NAD" i¢in 1,4><10'4 M olarak bulunmustur. NADP* bagimli GDH
enziminin glutamat ve NADP" i¢in Ky sabitleri tespit edilememistir. NADH’m Ky
sabitinin NADPH’in Ky sabitinden 13 kat daha diisiikk oldugu goriilmiistiir. Glutamat
konsantrasyonu 25 mM’in iizerine ¢iktiginda enzimin inhibe oldugu belirtilmistir.
Birbirine es dort alt birimden olusan enzimin tabii molekiil kiitlesi 210 kDa, alt

birimlerinin molekiil kiitlesi ise 52 kDa olarak bulunmustur (Heeschen et al. 1996).

Kiigiik, renkli bir mantar tiirii olan Laccoria bicolor’dan NADH bagimli GDH enzimi
homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Trisacryl ve Sephacryl
S-300 kolon kromatografilerinden olusan dort basamakta saflastirilmistir. NADH-
bagimli enzim 2420 nkat/mg protein spesifik aktiviteyle 410 kat, %40 verimle elde
edilmistir. Saflastirilan enzimin substratlar1 olan amonyum, a-ketoglutarat, glutamat,
NADH ve NAD" Ky sabitleri sirastyla 37 mM; 1,35 mM; 0,24 mM; 0,089 mM ve 0,282

mM olarak bulunmustur. Enzimin aminasyon reaksiyonu igin kcy degeri 68244,
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deaminasyon reaksiyonu igin ise 13372 mol/dk olarak hesaplanmistir. Enzimin
optimum pH degeri aminasyon reaksiyonu i¢in 7,4 deaminasyon reaksiyonu i¢in ise 8,8
olarak belirlenmistir. L.bicolor GDH enziminin tabii molekil kiitlesi 470 kDa, alt

birimlerinin molekiil kiitlesi ise 116 kDa olarak bulunmustur (Garnier et al. 1997).

Lee et al. (1999) yaptigi c¢alisgmada GDH enzimini sigan karacigeri granilli
endoplazmik retikulumdan (RER) ve mitokondriden saflastirmistir. RER’de GDH
enzimini subseliiler fraksiyonlama, 0,6 M NacCl ile yikama ve DEAE-Sepharose, ATP-
agaroz ve Resource Q kromatografilerinden olusan bes basamakta 29,7 EU/mg protein
spesifik aktiviteyle 606 kat saflagtirilmistir. RER-GDH enziminin substratlarinin Ky
degerleri hesaplanmis, glutamat i¢in NAD" kullanildiginda 5,93+0,24 mM; NADP"
kullanildiginda ise 23,8+1,7 mM olarak bulunmustur. NAD" ve NADP" icin Ky
sabitleri sirastyla 0,924+0,035 mM ve 0,441+0,012 mM olarak tespit edilmistir. Ayni1
calismay1 mitokondriyal GDH igin yaptiklarinda glutamat icin NAD" kullanildiginda
4,61+0,32 mM; NADP" kullamldiginda ise 20,7+2,6 mM olarak bulunmustur. NAD" ve
NADP" icin Ky sabitleri strastyla 0,364+0,026 mM ve 0,637+0,025 mM olarak tespit
edilmistir (Lee et al. 1999).

Yapilan bir baska c¢alismada iki GDH izoenzimi GDH1 ve GDH7 Brassica nopus
yapraklarinda saflastirilmistir. Izoenzimleri homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat
coktlirmesi ve birbirini izleyen dort kromatografik basamaklardan saflastirmislardir.
Daha sonra ise iki izoenzimi birbirinden dogal PAGE ile ayirmislardir. GDH1 ve
GDH7’nin tabii molekiil agirliklar1 239 kDa olarak; GDH1’in alt birimlerinin molekiil
kitlesi 41,4 kDa, GDH7’nin alt birimlerinin molekil kitlesi ise 42,4 kDa olarak
hesaplanmistir. Her iki izoenzimde alt1 6zdes alt birimden olugsmaktadir. Her iki enzim
icin de aminasyon ve deaminasyon aktivitelerinin optimum pH’lar1 sirastyla 9,0 ve 9,5
olarak bulunmustur. GDH1 izoenziminin amonyum, a-ketoglutarat, glutamat, NADH ve
NAD" icin Ky sabitleri sirastyla 6,62 mM; 0,87 mM; 3,23 mM; 0,024 mM ve 0,116
mM’dir. GDH7 izoenziminin ise amonyum, o-ketoglutarat, glutamat, NADH ve NAD*
i¢cin Ky sabitleri sirastyla 9,3 mM; 0,64 mM; 3,32 mM; 0,021 mM ve 0,15 mM olarak
bulunmustur (Watanabe et al. 1999).
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Burbaeva et al. (2002) yaptiklar1 ¢alismada insan beyninden GDH’1 amonyum siilfat
¢Oktiirmesi, Fenil-sepharose kolon kromatografisi, DEAE-Sephasel iyon degisim
kromatografisi ve GTP-Agaroz afinite kromatografisi kullanilarak 4 basamakta 4275
EU/mg protein spesifik aktivite ile 193 kat saflastirmislardir. Bu calismada 58+1
kDa’luk 6zdes alt birimlerden olusan GDH I, 56+1 kDa’luk 6zdes alt birimler olusan
GDH 1II ve 56+1 kDa’luk 6zdes alt birimler olusan GDH III izoenzimleri insan
beyninden saflastirilmis ve GDH III i¢in kinetik parametreler belirlenmistir. GDH IlI
izoenziminin Ky, degerleri a-ketoglutarat igin 1,51+0,12 mM; NADH ig¢in 0,11+0,02
mM; amonyum ic¢in 24,47+2,2 mM; L-glutamat icin 3,03+0,2 mM; NAD" igin
0,63+0,03 mM ve NADP" i¢cin 0,72+0,05 mM olarak belirlenmistir (Burbaeva et al.
2002).

Choudhry and Punekar (2007) yaptig1 bir ¢alismada bir mantar tiirii olan Aspergilli
GDH ve sigir karaciger GDH enzimleri tizerine 2-metilenglutarat, izoftalat ve 2,4-
piridindikarboksilat molekiillerinin inhibisyon etkisini incelemistir. Sigir karacigeri
NAD® bagimli GDH’in izoftalat igin K; sabiti 475 uM, NADP" bagimli GDH’mn
izoftalat i¢in K; sabiti 3100 uM olarak bulunmustur. Benzer sekilde 2-metilenglutarat ve
2,4-piridindikarboksilat molekiilleri i¢in Kj sabitleri sirasiyla 5,8 uM; 67 uM; 866 uM
ve 6000 uM olarak tespit edilmistir. Molekiillerin tamaminin sigir GDH enzimini
yarigmal1 olarak inhibe ettigi bulunmustur (Choudhry and Punekar 2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

2', 5" ADP-Sepharose 4B Pharmacia
Akrilamid Sigma
Amonyum persiilfat Sigma
Amonyum siilfat E.Merc AG
Asetik asit E.Merc AG
Brom timol mavisi Sigma
Coomassie Brilliant Blue G-250 Sigma
Coomassie Brilliant Blue R-250 Sigma
Etanol Sigma
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Fluka
Gliserol Sigma
Glisin E.Merc AG
Glutaraldehit Sigma
Hidroklorik Asit E.Merc AG
Izopropanol E.Merc AG
L-Glutamat Sigma
Metanol E.Merc AG
Molekiil kiitlesi tayini standartlari (jel filtrasyon igin) Sigma
N,N’- metilen bisakrilamid Sigma
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) Sigma

Potasyum fosfat

Riedel de Haen




Cizelge 3.1 (devam)
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Potasyum fosfat E.Merc AG
Protein marker BioRad 0375
Protein marker V peqGOLD/peglab
Sephadex G-150 Sigma

Sodyum dodesil siilfat (SDS) E.Merc AG
Sodyum fosfat E.Merc AG
Sodyum hidroksit Riedel de Haen
Sodyum Kloriir E.Merc AG
Trihidroksimetil amino metan (Tris) Sigma

Triklor asetik asit (TCA)

Riedel de Haen

a-ketoglutarat Sigma
-merkapto etanol Fluka
-merkapto etanol E.Merc AG
B-NAD* Sigma
B-NADH Sigma
NADPH Sigma
NADP* Sigma

AG’den temin edilmistir.

Caligmamizda kullanilan diger kimyasallar Sigma Chemical Comp.’den veya E. Merc
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3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Cizelge 3.2. Calismalar esnasinda kullanilan alet ve cihazlar

Sogutmali satrifiij

: Hermle Z 323 K (Germany)

Spektrofotometre

: Beckman Coultur

pH metre

: Thermo Scientific Orion Star A211

Elektroforez

: BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa

: Ismatec

Karigtiric1 (Shaker)

: GFL 3025

Karistirict (Vorteks)

: Fisons whirlimixer

Hassas terazi

. Gec avery

Afinite kolonu

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

Otomatik pipet : Eppendorf
Calkalayici : Midi Dual 14
Magnetik karistiric : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

Saf su cihazi

: Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135
Buzdolaplari : Siemens Derindondurucu

(-20°C’ye kadar)

: Sanyo Madical Freezer

(-85°C’ye kadar)

: Sanyo Ultra Low
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3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3.a Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin aktivite 6l¢iimiinde

kullanilan ¢ozeltiler

1. 500 mM K-fosfat, 20 mM EDTA ¢ozeltisi (pH=7,4): 6,8 g KH,PO, ve 0,744 g EDTA
tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii, pH=7,4"e ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 100

ml’ye tamamlandi.

2. 500 mM amonyum siilfat ¢ozeltisi: 6,6 g (NH4)2SO4 tartilarak 80 g saf suda ¢oziildi

ve son hacmi 100 ml olacak sekilde saf su ile ayarlandi.

3. 1,5 mM NADPH ¢o6zeltisi: 0,0125 g NADPH tartilarak 10 ml saf suda ¢oziildii.

4. 1,5 mM NADH ¢ozeltisi: 0,0111 g NADH tartilarak 10 ml saf suda ¢oziildii.

5. 10 mM a-Ketoglutarat ¢ozeltisi: 0,0365 g a-Ketoglutarat tartilarak 25 ml saf suda

¢oOziildii.

6. 1,5 mM NADP" ¢ozeltisi: 0,0115 g NADP" tartilarak 10 ml saf suda ¢oziildii.

7.1,5 mM NAD" ¢ozeltisi: 0,0103 g NAD™ tartilarak 10 ml saf suda ¢oziildii.

8. 400 mM L-glutamat ¢ozeltisi: 0,6764 g L-glutamat tartilarak 10 ml saf suda ¢oziildii.
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3.1.3.b Koyun Kkaracigerinden mitokondrial homojenatinin hazirlanmasinda

kullanilan ¢ozelti

50 mM K-fosfat, 1 mM EDTA ve 1 mM DTT ¢ozeltisi (pH=7,0): 6,8045 g KH,POy,,
0,372 g EDTA ve 0,154 g DTT tartilarak yaklasik 900 ml saf suda ¢oziildii. pH metre
kullanilarak 1 M NaOH ile pH=7,0’ye ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 1

L’ye tamamlandi.

3.1.3.c Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin 2', 5 ADP-Sepharose 4B

afinite kolonu ile saflastiriimasinda kullanilan c¢ozeltiler

1. 50 mM KH,PO4/1 mM EDTA, 1mM DTT, pH:7,0 (Kolonun paketlenmesi,
dengelenmesi, yikanmasi ve eliisyonda kullanilan maddelerin ¢6ziilmesi i¢in kullanilan
cozelti): 3,4 g KH,PO,4, 0,146 g EDTA ve 0,077 g DTT alinarak 450 ml saf suda

¢oziildii. pH: 7,0’a ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

2. 10 mM NADH ¢ozeltisi (Afinite jeline tutunmus olan GDH enziminin eliisyonu i¢in
kullanilan ¢ozelti): 0,0742 g NADH tartilarak 10 ml saf suda ¢oziildii.

3. 2 mM KCl (Afinite jeline tutunmus olan GDH enziminin eliisyonu i¢in kullanilan

¢ozelti): 0,00745 g KCl tartilarak 50 ml saf suda ¢oziildii.

4. Rejenere 1 ¢ozeltisi (0,1 M Na-asetat/0,5 M NaCl (pH:4,5) afinite kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan 1. tampon ¢ozelti): 4,1 g Na-asetat ve 14,61 g NaCl alinip
400 ml saf suda ¢oziildii. pH metre kullanilarak pH 4,5’e ayarlandi ve toplam hacim saf

su ile 500 ml’ye tamamlandi.

5. Rejenere 2 ¢ozeltisi (0,1 M Tris/HCI /0,5 M NaCl (pH:8,5) afinite kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan 2. tampon ¢6zelti): 6,05 g Tris ve 14,61 g NaCl alinip 400
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ml saf suda ¢oziildii. pH metre kullanilarak pH 8,5’e ayarlandi ve toplam hacim saf su

ile 500 mI’ye tamamlandi.

3.1.3.d. Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan ¢o6zelti

Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi
50 ml %95’lik etanolde ¢oziildi. Cozeltiye %95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edildi.
Cozeltinin hacmi saf su ile 1000 m1’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda

muhafaza edildi.

3.1.3.e. SDS-PAGE i¢in kullanilan cozeltiler

1.1 M Tris-HC1 (pH:8,8): 12,11 g Tris alinarak 80 ml suda ¢oziiliip pH 8,8’

ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2.1 M Tris-HC1 (pH:6,8): 12,11 g Tris alinarak 80 ml suda ¢oziildi pH 6,8’¢

ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid,

34,6 ml saf su icerisinde ¢oziildii.

4. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 1 g sodyum dodesil siilfat 9 ml saf su igerisinde ¢oziildii.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g PER alinarak, 9 ml saf suda ¢oziildii.

6. Yiritme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartilarak 450 ml suda ¢oziildii.
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edilerek pH 8,3’e ayarlanip son hacim saf su ile 500 ml’ye

tamamlandi.
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7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH 6,8)’den 0,65 ml, %10’luk SDS’den 1 ml
%100’liik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf su ile
hacim 10 ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numuneye karsilik

50 ul B-merkaptoetanol ilave edildi.

3.1.3.f. Coomassie Brilliant Blue boyamada kullanilan c¢ozeltiler

1. Sabitlestirme ¢ozeltisi: %50 izopropanol, %40 su ve %10 TCA igeren bir karigim
hazirlamak amaciyla 50 ml izopropanol, 40 ml saf su ve 10 g TCA birbiriyle
karigtirildi.

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

Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi ¢6ziilerek hazirlandi.

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

hazirlandi.

4. % 0,1’lik bromtimol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 gram indikatér 0,01 M 16 ml NaOH

igerisinde ¢oziilerek toplam hacmi saf suyla 100 ml ye tamamlandi.

3.1.3.9. Giimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml %96°1ik etanol, 10 ml asetik asit karigtirilarak

hazirlandi.

2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 4,8 g sodyum asetat 80 ml saf su da ¢oziildii, lizerine 45 ml
etanol eklendi ve pH=6’ya asetik asit ile ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat,

3 ml glutaraldehit eklenerek toplam hacim saf su ile 150 ml"ye tamamlandi.
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3. Boyama ¢ozeltisi: 150 mg glimiis nitrat 150 ml saf suda ¢o6ziildii ve iizerine 30 ul
formaldehit eklendi.

4. Yikama 1 ¢ozeltisi: 3,75 g sodyum karbonat 270 ml saf suda ¢oziildii ve tizerine 120

ul formaldehit eklendi.

5. Yikama 2 ¢6zeltisi: 1 ml gliserin ve %5°1 asetik asit olan 250 ml saf suda ¢oziildii.

3.1.3.h. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin tabii molekiil kiitlesi tayini
icin jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan ¢ozelti

50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI (pH 7,5) (kolonun paketlenmesi, dengelenmesi ve
standartlarin ¢oziilmesi i¢in kullanilan tampon): 6,055 g Tris, 7,45 g KCl alinarak 950
ml saf suda ¢ozildii. pH 7,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.

3.1.3.i. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin inhibisyon ¢ahismalarinda

kullanilan metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan metal ¢ozeltileri kullanilacak metalin kloriir tuzu
0,1 M konsantrasyonda saf su kullanilarak hazirlandi ve kullanim durumuna gore

seyreltildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Koyun karaciger mitokondrial glutamat dehidrogenaz enziminin aktivite

olciimii

GDH aktivitesi McCarthy ve arkadaslarinin uyguladigi prosediir modifiye edilerek
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii (McCarthy et al. 1980). 1 ml’lik reaksiyon ortaminda
kullanilacak olan aktivite ol¢iim c¢ozeltileri son konsantrasyonlart Cizelge 3.3°de
verildigi gibi hazirlandi. Kor olarak enzim numunesi yerine ortama %0,004°lik sigir

serum alblimin ilave edilmistir.

Cizelge 3.3. GDH’1n aminasyon ve deaminasyon aktivitesinin 6l¢iimii

Aminasyon reaksiyonunda Deaminasyon reaksiyonunda
50 mM K-fosfat pH:7,4 50 mM K-fosfat pH:7,4

2mM EDTA 2 mM EDTA

50 mM (NH,;)2SO4 40 mM L-Glutamat

1 mM a-ketoglutarat 0,15 mM NAD(P)*

0,15 mM NAD(P)H -

GDH
L-glutamat+H,O+NAD(P)"  <== o-ketoglutarat+NHz+NAD(P)H+H"

Reaksiyon NAD(P)H veya NAD(P)" ¢ozeltisinin ilavesiyle baslar ve 60-180 sn oda
sicakliginda 340 nm’de deaminasyon reaksiyonunda absorbans artist veya aminasyon
reaksiyonunda absorbans azalisi spektrofotometre ile 1 c¢cm 151k yoluna sahip kiivet

kullanilarak takip edilmistir.

Bir enzim iinitesi standart deney kosullar1 altinda 1 pmol substrati 1 dakikada iiriine

doniistiiren enzim miktari olarak asagidaki formiile gore hesaplandi.
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EU I—AODXVTXS
fml= ooy Xy, XS

Bu formiilde yer alan simgeler asagida agiklandi:

EU/ml: 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22: 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri

Vr: Olgiimiin yapildig1 toplam hacim

Ve: Ol¢iimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Sk: Seyreltme faktorii (seyreltilen drnek i¢in kullanildr)

3.2.2. Protein tayini

3.2.2.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, tirozin ve
fenilalanin amino asitlerinin maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanir (Segel
1968). Jel filtrasyon kromatografisinde standartlarin kolondan gegirilmesi islemlerinden
sonra esit hacimlerde alinan Blue Dekstran ve proteinlerin biitiin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslar

spekrofotometrede kore karsi okundu.

3.2.2.b. Kantitatif protein tayini

Hazirlanan homojenat ve kromatografik yontemlerle saflagtirilmig enzim igin kantitatif
protein miktar1 Bradford 1976 metoduna gore belirlendi. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein lizerindeki
pozitif ylike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formu
mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniigiimiinii saglar. Bu

yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti oldukca azdir (1-100 pg arasi). Reaksiyon
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yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki dakikada tamamlanir. Tayin
islemleri su prosediire gore gerceklestirilmistir: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir serum albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 4,9 ml
Coomassie brilliant blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik cam kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri okundu. Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan
ve 4,9 ml Coomessie brillant blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde
edilen sonuglardan absorbans degrlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart
grafik haline getirildi (Sekil 4.1). Saflastirmanin her asamasinda ortamdaki protein
miktarmi belirlemek i¢in enzim numuneleri seyreltme yapilarak 100 pl alinarak
tizerlerine 4,9’ar 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 hesaplandi.

3.2.3. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin saflastirilmasi

3.2.3.a. Homojenatin hazirlanmasi

Dokular Erzurum Ozbeyli Et Kombinasindan taze olarak elde edildi, kiigiik pargalara
ayrilarak kullanilana kadar -80°C’de saklandi. Homojenat yaklasik 20 g dokudan
hazirlandi. Doku 6nce 1 mM EDTA iceren %1,5’lik soguk KCI ¢ozeltisi ile yikandi.
Bundan sonraki biitiin ¢alismalar 0-4°C arasinda gergeklestirildi. Bir siizge¢ kagidi
tizerinde bekletilerek siiziilmesi ve kurumasi saglandi. Bir nester yardimiyla doku kiiciik
parcalara ayrildi. Yeteri miktarda kiiciiltiilmiis doku parcalar1 buz ile sogutularak 1 mM
DTT ve 1 mM EDTA igeren 50 mM K-fosfat (pH:7,0) ¢ozeltisi igersinde ultra turraks
vasitasiyla 2400 rpm’de islem birkag kez tekrarlanarak homojenize edildi. Bu islemde
kullanilan ¢6zelti hacmi doku miktarinin 2,5 kat1 kadar olmalidir. Elde edilen homojenat
480xg’de 10 dk santrifiij edildi. Mitokondri ve diger ¢ozlinebilen hiicre fraksiyonlarini
iceren siipernatant 22000xg’de 60 dk 4°C’de tekrar santrifiij edilerek ¢oktiirildi.
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Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Coken mitokondri igeren pellet dikkatli
bir sekilde bir havana alinarak -80°C’de bir gece bekletildi. Bir gece dondurucuda
bekletilen pellet igerisinde yer alan mitokondri zar1 mekanik hareket de kullanilarak
dondurma ¢6zme yontemiyle par¢alandi. Daha sonra 1l mM DTT ve 1 mM EDTA igeren
50 mM K-fosfat (pH:7,0) ¢ozeltisi igersinde ¢oziildii. Cézme isleminde pelletin her bir
grami i¢in 0,5 ml homojenat ¢ozeltisi kullanildi. Elde edilen mitokondriyal homojenat

24000xg’de santrifiij edildi ve stipernatant alinarak sonraki islemlere devam edildi.

3.2.3.b. 2", 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonunun hazirlanmasi ve Kkoyun

karaciger mitokondrial GDH 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 trompu kullanilarak vakum ile
alindi. Daha sonra dengeleme tamponu (50 mM KH,PO4/1 mM EDTA, 1mM DTT,
pH:6,0) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 0,7x9 cm’lik kapali
sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa
yardimiyla dengeleme tamponu ile yikanarak kolon dengelendi. Kolonun dengelenmis
oldugu eliiat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden
anlasildi. Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu. Hazirlanan mitokondrial homojenat
dengelenmis olan kolana yiiklendi. GDH’in kolona baglanabilmesi i¢in akis hizi 20
ml/h olarak ayarlandi. Daha sonra kolon 1 mM DTT ve 1 mM EDTA igeren 50 mM K-
fosfat (pH:7,0) ilave edilerek yikandi. Yikama islemine eliiat ile tamponun pH’lari
esitleninceye kadar devam edildi. Daha sonra yikama tamponunda 10 mM NADH ve 2
mM KCI hazirlanarak Cizelge 3.4’¢ gore tiiplere koyuldu ve tiipler sira ile kolona
eklenerek basamakli eliisyon islemi gerceklestirildi. Boylece koyun karaciger GDH

enzimi yogun bir sekilde elde edilmis oldu.



35

Cizelge 3.4. Eliisyon islemlerinde kullanilan ¢6zelti miktarlar

Cozelti 1.tip 2.tiip 3.tiip 4.tiip S.tiip

NADH 0,5ml 1ml 1,5ml 2mi 2,5 ml
KCI 0,25 ml 0,5 mi 0,75 mi 1ml 1,25 ml
Tampon 4,25 ml 3,5ml 2,75 ml 2 mi 1,25 ml

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 igin elektroforez plakalari 6nce su ile sonra alkol
ile iyice yikandi. Her iki kenarinda aralik olusturucu plaka ile diiz plaka st iiste
getirilerek kiskaclarla tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 6nleyen
siinger ihtiva eden jel hazirlama kabinine yerlestirildi. Once ayirma jeli hazirland1 ve
otomatik pipetle plakalarin arasinin 2/3’si dolduruldu. Belli bir siire jelin donmasi
beklendi, ayirma jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi.
Jelin st kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olugsmasti igin tarak
dikkatlice yerlestirildi. Yigma jelinin katilagmasi beklenirken 1slatilmis siizgeg kagidi
sistemin tizerine kapatildi ve kurumasi onlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak
dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyulari olusturulmus oldu. Once saf su, sonra da
yliriitme tamponuyla yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tankina yiiriitme tamponu dolduruldu. Protein tayini yapilan enzim
ornekleri yaklasik 10 pg protein ihtiva edecek sekilde hazirlandi. Orneklere toplam
hacim 50 ul olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Ug¢ dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra numuneler tanka yerlestirilen jelin kuyularina
dikkatli bir sekilde tatbik edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot,
{ist taraftan ise (-) katot olmasi saglandi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve drnek
ayirma jeline kadar gelip y1g1ldi. Sonra akim 100 volt’a ¢ikartilarak numuneler jelin alt

smirina gelene kadar yiritildi. Bu islem yaklasik 75 dakika siirdii. Numunelerin takip
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edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Y{iritme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Boyama

islemi iki farkli yontem ile gerceklestirildi.

Ayirma jeli s6yle hazirlandi: 5 ml 1M Tris-HCI (pH:8,8), 4,4 ml %30 akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,2 ml %10’luk SDS, 0,130 ml %5’lik TEMED, 0,1 ml %10°’luk PER ve

3,130 ml saf su karistirilarak hazirlandu.

Yigma jeli s6yle hazirlandi: 0,410 ml 1 M Tris-HCI (pH:6,8), 0,400 ml %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,030 ml %30’luk SDS, 0,030 ml %5°’lik TEMED, 2,450 ml saf su
ve en son taze olarak hazirlana 0,05 ml %10’luk PER ¢ozeltisi karistuld: ve karigim

hemen plakalar arasina dokiildii.

3.2.4.a. Coomassie Brilliant Blue ile boyama

Coomassie Brilliant Blue R-250 ile yapilan boyama isleminde sirasi ile su islemler
uygulandi; Jel Once sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢6zeltisinde
calkalayici tizerinde 20 dakika bekletilen jel, ¢ikarilarak boyama ¢ozeltisine konuldu ve
calkalayic1 iizerinde 2 saat bekletildi. Jel boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama
¢ozeltisine konuldu ve karistiricr ilizerinde 30 dakika bekletildi. Rengi agilip, protein

bantlar1 belirginlesen jel ¢ikarilarak fotografi gekildi.

3.2.4.b. Giimiis boyama

Yapilan saflastirma isleminin hassashigini gostermek igin glimiis boyama yapildi.
Glimiis boyamada ise sira ile su islemler yapildi: Yukarida anlatildigr gibi hazirlanip
yiiriitiilen jel tankin icinden ¢ikarildi. Once tespit ¢ozeltisinde karistirict iizerinde 30
dakika bekletildi. Daha sonra tespit ¢ozeltisinden c¢ikarilan jel saf su ile yikandi ve
rediiksiyon ¢ozeltisine alindi. Rediiksiyon ¢6zeltisinde 30 dakika g¢alkalayici lizerinde

bekletildi. Daha sonra jel rediiksiyon ¢ozeltisinden ¢ikarildi ve 3 defa saf su igerisinde
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5 dakika galkalanarak yikandi. Glimiis nitrat ¢6zeltisi bu esnada taze olarak hazirlandi.
Hazirlanan glimiis nitrat ¢ozeltisi igerisine alinan jel 20 dakika calkalayicida bekletildi.
Daha sonra jel 2-3 defa saf su ile yikandi ve yikama 1 ¢ozeltisi igerisine alinarak 10
dakika calkalayici iizerinde bekletildi. Bantlar goriildiikten sonra iyice belirginlesmesi
icin yikama 2 ¢ozeltisine alindi ve 10 dakika calkalayicida karistirildi ve fotografi
cekildi.

3.2.5. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin karakterizasyon ¢alismalari

3.25.a. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin stabil pH’simin

bulunmasina yonelik caliymalar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in pH’s1 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0
olan 0,5 M K-fosfat, tampon c¢ozeltileri ve pH’s1 7.5; 8,0; 8,5 ve 9,0 olan 0,5 M
Tris/HCI tampon ¢6zeltileri kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 2 ml
si 2 ml enzim ¢ozeltisi karistirildi ve 4°C’de muhafaza edildi. 5 giin boyunca 24 saat

arayla yapilan aktivite 6l¢liimiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi.

3.2.5.b. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin optimum pH’sinin

bulunmasina yonelik caliymalar

GDH enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla pH’s1 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5
ve 8,0 olan 0,5 M K-fosfat, tampon ¢ozeltileri ve pH’s1 7,5; 8,0; 8,5 ve 9,0 olan 0,5 M
Tris/HCI tampon ¢ozeltileri hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltileri ile her bir tamponda

enzim aktivitesi olgildii.
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3.2.5.c. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi icin optimum iyonik siddetin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

GDH enziminin optimum iyonik siddetinin belirlenmesi amaciyla optimum pH’da 50,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ve 1000 mM K-Fosfat ve Tris/HCI

tamponlar1 kullanilarak aktivite dl¢timleri yapildi.

3.2.5.d. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi icin optimum sicakhgn

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

GDH enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali su banyosu
kullanildi. Aktivite ol¢limil i¢in gerekli olan tampon ve substratlari ihtiva eden karigim
kiivet icersinde ilgili sicakliga ayarli su banyosunda bekletildi. 0°C ile 80°C arasinda 10

ar °C araliklarla aktivite 6l¢timii yapilarak belirlenmistir.

3.2.5.e. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin alt birimlerinin molekiil

kiitlesinin tayinine yonelik calismalar

Laemmli (1970), metoduna gore molekiil kiitlesi tayini su sekilde yapildi; standart
protein olarak, 250, 150, 100, 70, 50, 40, 30, 20, 15, 10 ve 5 kDa’luk proteinler
kullanildi. GDH enzimi igin gergeklestirilen elektroforez islemlerinden sonra standart
proteinlerin R¢ degerleri hesaplanarak log Mk-R; grafigi ¢izildi. Daha sonra koyun
karacigerinden elde edilen GDH enziminin alt birimlerinin R¢ degeri hesaplandi ve
standart grafikte yerine konularak log M’s1 belirlendi. Bu degerlerin antilogaritmasi

alinarak numunenin molekiil kiitlesi tespit edildi. Proteinlerin R¢ degerleri;
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Xboya

formila kullanilarak belirlendi.

Xe = Proteinin yiirlime mesafesi

Xboya = Boyanin yiirlime mesafesi

3.2.5.f. Sephadex G-150 jel filtrasyon kromatografisi kolonunun hazirlanmasi ve

koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin tabii molekiil kiitlesinin tayini

Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kiitlesinin tayini i¢in 6nceden 40 ml yatak
hacmi elde etmek i¢in 3 g Sephadex G-150 500 ml saf su igine alindi. 90°C’de su
banyosunda bekletilerek polimer materyal (Sephadex G-150) sisirildi. Sisirilmis
materyalin i¢indeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklagtirildi. Sisirilmis ve
havasi uzaklastirilmis polimer materyali 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI pH:7,5
tamponuyla dolu kolona, i¢inde hava kabarcigi kalmayacak sekilde paketlenerek ayni
tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini tespit etmek icin, listten
ilave edilen tamponla alttan alinan tamponun pH ve 280 nm’de absorbans degerleri
araliklarla 6l¢iildii ve bu deger ayn1 oluncaya kadar dengeleme islemine devam edildi.
Kolonun akig hizi 10 ml/saat olarak ayarlandi. GDH enziminin molekil kiitlesi
tayininde kullanilacak olan standart grafigi elde edebilmek i¢in kolondan 6nce standart
proteinler gegirildi. Standart olarak, blue dekstran (2 000 kDa), at dalak apoferritin (443
kDa), p-amilaz (200 kDa), maya alkol dehidrogenaz (150 kDa), sigir serum albumin (66
kDa), s1gir eritrosit karbonik anhidraz (29 kDa) kullanildi.

Dengelenen kolon i¢indeki tampon ¢ozelti jel seviyesine indirildi. Kolona 2’ser 2’ser
birlestirilen standart protein c¢ozeltilerinden (B-amilaz ile sigir serum albumin, maya
alkol dehidrogenaz ile sigir eritrosit karbonik anhidraz birlestirildi ve at dalak
apoferritin, blue dekstran ve GDH enzim ¢ozeltisi ayr1 ayri yiiklendi) 2’ser ml tatbik

edildi. Kolona tatbik edilen protein ¢ozeltisi jel tarafindan tamamen emildikten sonra
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tizerine birka¢ ml eliisyon tamponu 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI pH:7,5 ilave edildi.

Jele proteinler yiiklenir yiiklenmez tiiplere 1’er ml’lik eliisyonlar alinmaya baslandi.

Eliisyon tamponu kor olarak kullanildi ve toplanan eliiatlarin 280 nm’de absorbanslari
Olctilerek kaydedildi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans degerleri 0 oluncaya
kadar devam edildi. Standart proteinlerden sonra numune ayn1 seklide kolona yiiklendi.
Enzim eliie edilirken tiiplerde 340 nm’de aktivite dl¢timleri yapildi. 280 nm’de kalitatif
Olclim icin alinan absorbans degerleri tiip sayisina kars1 grafige gecirildi. Daha sonra
enzimin molekiil kiitlesini belirlemek igin her bir standart protein igin ayr1 ayr1 Kay
degerleri ve log Mg degerleri hesaplandi. log Mg-K,, grafigi bilgisayarda Excel
programi yardimiyla ¢izildi (Sekil 4.7). Son olarak GDH enziminin Ky, degeri belirlendi

ve log Mk-K,y grafiginin dogru denklemi kullanilarak tabii molekiil kiitlesi hesaplandi.

Kav degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi.

V._V,

K., =
av VT _ VO

V= Void hacim
V= Elilisyon hacmi

V= Kolon yatak hacmi

3.2.5.9g. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin substratlar1 i¢in Ky ve

Vmax degerlerinin belirlenmesine yonelik ¢calismalar

GDH enziminin L-glutamat, NAD", NADP*, NADH, NADPH, NH4" ve a-ketoglutarat
substratlart i¢in Ky ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla calisilan substrat harig
diger substratlarin doygun konsantrasyonlarinda (doygun konsantrasyon 100Ky ’ye
esittir) calisilan substratin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite dlgimleri yapildi. Elde

edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak
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substratlar i¢in ayr1 ayr1 Ky ve Vnyax degerleri belirlendi. Aktivite olgiimleri optimal

sartlarda gergeklestirildi (Lineweaver and Burk 1934).

3.2.6. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enzimi i¢cin bazi metal iyonlarimin

inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Bazi metal iyonlariin inhibisyon etkisini incelemek amaciyla 6nce sirasiyla metallerin
5’er farkli konsantrasyonlarinda aktivite Sl¢iimii yapildi. Inhibitorsiiz 6l¢iim sonucu
bulunan aktivite %100 kabul edilerek inhibitorlii ortamdaki aktiviteler %aktivite olarak
hesaplandi. Inhibitdr konsantrasyonuna karsi %aktivite grafikleri gizilerek enzimin

aktivitesini yartya indiren inhibitor konsantrasyonlari (ICsg degerleri) hesaplandi.

Inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlarin inhibisyon tiiriinii ve K; sabitlerini belirlemek
amactyla en az 5 farkli substrat konsantrasyonuna karsi metal iyonlarin 3 farkh
konsantrasyonunda aktivite Ol¢limleri yapilarak Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu
grafik ve denkleminden yararlanilarak inhibisyon tiirii ve K; sabitleri hesaplandi.
(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 ydntemiyle
belirlendi. Standart grafik boliim 3.2.2.b’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Ham homojenat,
ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein
tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine
karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

1,2
1 )
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Protein (ug)

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik
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4.2. Koyun Karaciger Mitokondrial GDH Enziminin Saflastiriimasi1 Sonuclari

4.2.1. Homojenatin hazirlanmasi

Homojenat;

i. Karacigerin 1 mM EDTA igeren %1,5’lik soguk KCI ¢ozeltisi ile yitkanmasi

Ii. Karacigerin kiiglik pargalara ayrilmasi

lii. Kiigiik pargalar halindeki karacigerin homojenizatér vasitasiyla hiicre zarmin
parcalanmasi

iv. Elde edilen homojenatin 4°C de 480xg’de 10 dk santrifiij islemi

V. Cokelegin atilmasi ve mitokondri ve diger ¢oziinebilen hiicre fraksiyonlarini i¢eren
stipernatantin 4°C’de 22000xg’de 30 dk santrifiij islemi

vi. Siipernatantin atilmasi ve mitokondri igeren pelletin dondurma ¢6zme yontemi ile
parcalanmasi

vii. Elde edilen mitokondri homojenatinin homojenat tamponunda ¢6ziilmesi ve 4°C’de
24000xg’de 30 dk santrifiij edilmesi

viii. Cokelegin atilmasi ve siipernatantin alinmast

asamalar1 ile hazirlanabildigi belirlendi.

4.2.2. Afinite kromatografisi sonugclari

Hazirlanan mitokondrial homojenat 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi.
Uygun c¢ozeltiler ile basamakli eliisyon yapilarak elde edilen eliiatlardaki GDH
enzimine ait aktivite degerleri Sekil 4.2°’de gosterildi. Eliisyon cozeltisinde NADH

bulundugu icin eliiatlarda 280 nm de absorbans bakilamadi.
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Sekil 4.2. GDH enziminin 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonu ile saflagtirilmasi
sonucu elde edilen eliisyon grafigi

Cizelge 4.1. GDH enziminin saflastirma basamaklari

Saflastirma Toplam  Aktivite  Protein  Toplam Toplam Spesifik Saflastirma Verim
basamagi hacim  (EU/ml) (mg/ml) protein  aktivite  aktivite katsayis1 (%)
(ml) (mg) (EU)  (EU/mg
protein)
Homojenat 11 4,070 0,838 9,219 44,770 4,857 1 100
Afinite 3 1,320 0,001 0,003 3,960 1320 271,8 8,845

kromatografisi
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4.2.3. Koyun karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrogenaz (GDH) enziminin
SDS-PAGE sonuclar

kDa
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Sekil 4.3. Koyun karaciger GDH enziminin saflagtirma islemleri sonucu elde edilen

glimiis boyamali1 SDS-poliakrilamid jel elektroforezi fotografi
*1. kuyu standart proteinler (Thermo scientific PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder 26630),
2. ve 3. kuyu koyun karacigerinden saflagtirilan GDH enzimi

4.3. Koyun Karaciger Mitokondrial GDH Enziminin Karakterizasyon Sonug¢lari

4.3.1. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enziminin SDS-PAGE ile alt

birimlerinin molekiil kiitlesinin belirlenmesine yonelik sonuclar

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim SDS-PAGE’de yiiritildiikten sonra
fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3). Standart proteinlerin ve enzimin jelde yiriidiikleri
mesafeler Olgiilerek Rf degerleri 0,292 olarak hesaplandi. log Mk-R¢ grafigi cizildi
(Sekil 4.4). Grafikten faydalanarak koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin
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homohekzamer oldugu bulundu. Her bir alt biriminin molekiil kiitlesi ise yaklasik 62

kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 4.4. SDS-PAGE sonucu ¢izilen log Mk-Rs grafigi

4.3.2. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin jel filtrasyon kromatografisi

ile tabii molekiil kiitlesi tayinine yonelik sonuclar

Jel filtrasyon kolonundan 6nce blue dekstran sonra standart proteinler daha sonra ise
icinde enzim numunesi bulunan ¢dzelti Boliim 3.2.5.f’de anlatildigi sekilde gecirildi.
Eliie edilen blue dekstran ve standart proteinler 280 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilarak
Sekil 4.5’de gosterilen grafik cizildi. Eliie edilen enzimin 340 nm’de aktivite
degerlerine karsilik tiip sayist grafigi cizilerek Sekil 4.6’de gosterildi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda Sekil 4.7°da gosterilen log Mk-Ka, grafigi ¢izildi, GDH
enziminin K, degeri hesaplanarak 0,042 bulundu. Grafikte yerine konuldugunda

enzimin tabii molekiil kiitlesi yaklasik olarak 363 kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 4.5. Jel filtrasyon kolonundan alinan blue dekstran ve standart proteinlerin tiip
sayisina karsilik 280 nm’deki absorbans degerleri
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Sekil 4.6. Jel filtrasyon kolonundan alinan GDH enziminin aktivite-tiip sayisi grafigi
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Sekil 4.7. Jel filtrasyon kromatografisi sonucu ¢izilen log Mk-K,y grafigi

4.3.3. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi i¢in optimum pH bulunmasina

yonelik sonuclar

Koyun karaciger GDH enziminin optimum pH’s1 Boliim 3.2.5.b’de anlatildig: sekilde;
pH’s1 7,5-9,0 araliginda 500 mM Tris-HCI ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda 500 mM
potasyum fosfat tampon c¢ozeltileri kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak belirlendi (Sekil 4.8). Koyun karaciger GDH enzimi igin
optimum pH, 0,5 M potasyum fosfat pH=7,5 tamponu olarak bulundu.
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Sekil 4.8. Koyun karaciger GDH enzimi i¢in yapilan optimum pH c¢alismasinin
sonucunda ¢izilen aktivite-pH grafigi

4.3.4. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin optimum iyonik siddetinin

belirlenmesine yonelik sonuclar

Koyun karaciger GDH enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin belirlenmesi
amaciyla optimum pH’da farkli konsantrasyonlarda KH2PO4 ve Tris/HCI tamponlari
Bolim 3.2.5.c’de anlatildigr gibi hazirlandi. Farkli KH;PO, konsantrasyonlarinda
aktivite olgtimleri yapilarak KH,PO, konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan
ve farkli Tris/HCl konsantrasyonlarinda aktivite Ol¢timleri yapilarak Tris/HCI
konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan grafik ¢izildi (Sekil 4.9). Yapilan
calismalar sonucu koyun karaciger GDH enzimi igin en uygun iyonik siddetin 500 mM
KH,PO, pH=7,5 tamponu oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.9. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO, ve Tris/HCI tampon c¢ozeltileri
kullanilarak koyun karaciger GDH enzimi i¢in hazirlanan aktivite-iyonik siddet grafigi

4.3.5. Koyun Kkaraciger mitokondrial GDH enzimi i¢in optimum sicakhk

belirlenmesine yonelik sonuclar

Koyun karaciger GDH enziminin optimum sicakligini belirlemek tizere optimum pH ve
iyonik siddete sahip pH’s1 7,5 olan 500 mM KH,PO,4 tampon ¢6zeltisi kullanildi. 0°C ile
80°C arasinda her 10°C’de bir olmak iizere boliim 3.2.5.d’de anlatildigr sekilde aktivite
Olgtimleri yapildi. Elde edilen degerler ile Sekil 4.10°da gosterilen grafik c¢izildi. Bu

caligmalar sonucu optimum sicaklik 40°C olarak tespit edildi.
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Sekil 4.10. Koyun karaciger GDH enziminin optimum sicaklig1 i¢in aktivite-sicaklik
grafigi

4.3.6. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi i¢in stabil pH bulunmasina

yonelik sonug¢lar

Koyun karaciger GDH enziminin stabil pH’s1t Bolim 3.2.5.a’da anlatildigi sekilde;
pH’lar1 7,5; 8,0; 8,5, ve 9,0 olan 500 mM Tris-HCI ve pH’lar1 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5
ve 8,0 olan 500 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin aktivitesi
spektrofotometrik olarak belirlendi ve aktivite-zaman grafigi ¢izildi (Sekil 4.11 ve
4.12). Koyun karaciger GDH enzimi i¢in stabil pH, 500 mM K-fosfat tamponunda
pH:7,0 olarak belirlendi.
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Sekil 4.11. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin degisik pH’lardaki KH,PO4
tampon ¢ozeltisi kullanilip aktivitesi 6l¢iilerek elde edilen stabil pH grafigi
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Sekil 4.12. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin degisik pH’lardaki Tris/HCI
tampon ¢ozeltisi kullanilip aktivitesi 6l¢iilerek elde edilen stabil pH grafigi
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4.3.7. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin substratlar: i¢in Ky ve Vnax

degerlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin sonuglar:

GDH enziminin L-glutamat, NAD", NADP*, NADH, NADPH, NH,4" ve a-ketoglutarat
substratlar1 i¢in Ky ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla Lineweaver-Burk grafigi
cizildi (Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19). Bu grafiklerden yararlanarak

substratlar i¢in ayr1 ayr1 Ky ve Vpax degerleri belirlendi.
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Sekil 4.13. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin NAD" substratinin 5 farkli
konsantrasyonunda aktivite 6lgiilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.14. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin NADP™ substratinin 5 farkli
konsantrasyonunda aktivite dlgiilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.15. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin L-glutamat substratinin 5
farkli konsantrasyonunda aktivite dlgiilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.16. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin NADH substratinin 5 farkli
konsantrasyonunda aktivite dl¢iilerek cizilen Lineweaver-Burk grafigi

1,2

0,8

v

0.6
04

0,2

D

-7 -3 1 5 9 13 17

1/[NADPH] (mM-1)

Sekil 4.17. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin NADPH substratinin 5 farkli
konsantrasyonunda aktivite dlgiilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.18. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin a-ketoglutarat substratinin 5
farkli konsantrasyonunda aktivite dl¢iilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.19. Koyun karaciger mitokondrial GDH enziminin NH;" substratinin 5 farkli
konsantrasyonunda aktivite dl¢iilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Koyun Karaciger Mitokondrial GDH Enziminin Karakterizasyon Sonuglar1 Cizelge
4.2’de dzetlendi.

Cizelge 4.2. Karakterizasyon sonuglari

Calismanin adi Degeri

Alt birim molekiil kiitlesi 62 kDa
S Tabii molekiil kiitlesi 363 kDa
g Optimum pH 7,5
g Optimum iyonik siddet 500 mM
E Optimum sicaklik 40°C

Stabil pH 7,0

Kv (MM)  Viax (EU/ml)

NADH 0,14 3,86
g NADPH 1,67 3,08
= a-ketoglutarat 0,40 1,68
% NH4" 12,92 1,32
>'§ NAD" 1,21 0,81
* NADP* 0,24 0,27

L-glutamat 5,57 0,46

4.4. Koyun Karaciger Mitokondrial GDH Enzimi Uzerine Bazi Metal iyonlarinin

Etkilerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalarin Sonuglar:

Calismamiz kapsaminda koyun karaciger mitokondrial GDH enzim aktivitesi lizerine
bazi metal iyonlarinin etkileri in vitro sartlarda arastirilmistir. Inhibisyon etkisi gdsteren
metal iyonlar1 i¢in %aktivite-[metal iyon] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.20-25). 1Cs degeri
bu grafikten yararlanilarak hesaplandi. K sabiti ve inhibisyon tiirii belirlemek amaciyla

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.26-4.31). Bu grafikler ve denklemlerinden
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yararlanilarak inhibisyon tiirii ve K; sabitleri belirlendi (Lineweaver and Burk 1934).

Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3°de gosterildi.
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Sekil 4.20. Ag® metal iyonunun koyun karaciger mitokondrial GDH enzim aktivitesi
lizerine etkisi
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Sekil 4.21. Zn*? metal iyonunun koyun karaciger mitokondrial GDH enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Sekil 4.22. Cu*? metal iyonunun koyun karaciger mitokondrial GDH enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Sekil 4.23. Co*? metal iyonunun koyun karaciger mitokondrial GDH enzim aktivitesi
izerine etkisi
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Sekil 4.24. Ni*? metal iyonunun koyun karaciger mitokondrial GDH enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Sekil 4.25. Fe*® metal iyonunun koyun karaciger mitokondrial GDH enzim aktivitesi
izerine etkisi
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Sekil 4.26. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi i¢in Ag" iyonunun inhibisyon
tiiriinii gosteren grafik
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Sekil 4.27. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi i¢in Zn*? iyonunun inhibisyon
tiirlinii gésteren grafik
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Sekil 4.28. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi igin Cu*? iyonunun inhibisyon
tiiriinii gosteren grafik
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Sekil 4.29. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi igin Co*? iyonunun inhibisyon
tiirlinii gésteren grafik
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Sekil 4.30. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi igin Ni*? iyonunun inhibisyon
tiiriinii gosteren grafik
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Sekil 4.31. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi igin Fe** iyonunun inhibisyon
tiirlinii gésteren grafik
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Cizelge 4.3. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi i¢in bulunan ICsg degerleri, K;
sabitleri ve inhibisyon tiirleri

Metal iyon I1Cx, Ortalama K;  Inhibisyon tiirii
Ag” 0,13 uM 0,09+0,04 uM Yarigmali
Zn*? 11,75 uM 5,61+2,27 uM Yar1 yarigmali
Cu* 26,65 uM 29,16£8,1 uM Yarismasiz
Co*? 1,23 mM 0,98+0,29 mM Yarigsmasiz
Ni*? 0,72 mM 0,49+0,17 mM Yarigsmali
Fe*® 0,25 mM 0,29+0,04 mM Yarismasiz
Ca™ Aktivasyon - -

Pb* Etkisiz - -

Mg*? Etkisiz - -
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5. TARTISMA ve SONUC

Glutamat dehidrogenaz (GDH) (E.C.1.4.1.3) kofaktér olarak ya NAD(H) ya da
NADP(H)’1 kullanarak glutamatin  a-ketoglutarata oksidatif ~deaminasyonunu
doniisiimlii olarak katalizler (Smith et al. 1975). insan olgun GDH proteini her biri
aminoasitten olusan alt1 es alt birimden olusur. Enzimin hiicresel metabolizmada ve
enerji homostasizinde 6nemli rol oynadigi disiiniilmektedir (Zaganas and Plaitakis
2002). Pankreatik B hiicrelerinde GDH’n insiilin salgi mekanizmasiyla ilgili oldugu
sinir sisteminde ise enzimin norotransmitter glutamat metabolizmasinda ve
norodejeneratif siiregte rol oynadigi diistiniilmektedir (Plaitakis et al. 1984; Plaitakis
and Zaganas 2001).

Insanda GDH sirastyla GLUD1 ve GLUD2 genleri ile kodlanan bir house-keeping ve
bir de sinir dokusuna spesifik iki izoenzimden olusur (Mavrothalassitis et al. 1988;
Michaelides et al. 1993; Shashidharan et al. 1994; Shashidharan et al. 1997). GLUD1
13 ekzondan olusur ve 10. kromozomda bulunur, GLUD2 geninde intronlar bulunmaz
ve X-baghdir. Insan GDH’1 piirin niikleotidleri, steroid hormonlar1 gibi farkli
bilesiklerle allosterik olarak diizenlenir (Smith et al. 1975). ki GDH izoenzimi yiiksek
oranda homolog olmasina ragmen (%97 aminoasit benzerligi), diizenleyici 6zellikleriyle
birbirlerinden ayrilir (Shashidharan et al. 1997; Plaitakis et al. 2000). GLUD1
tarafindan kodlanan GDH GTP inhibisyonuna kars1 hassasken, GLUD2 tarafindan
kodlanan GDH bu bilesige direng gosterir. GLUD2-GDH ADP ya da L-16sin tarafindan
allosterik aktivasyona daha hassastir (Plaitakis et al. 2000). Ayrica iki izoenzimin de

substratlara kars1 Ky ’leri dnemli 6l¢iide farklidir (Zaganas and Plaitakis 2002).

Literatiirler incelendiginde GDH enziminin omurgalilar, bakteriler, mantarlar ve
bitkilere kadar bir¢ok tiirden saflastirildig1 ve kismen karakterize edildigi goriilmiistiir.
GDH’1 Kim et al. (2002) kolza tohumundan amonyum siilfat ¢oktiirmesini takip eden ii¢
farkli kolon kromatografisi ile dort basamakta saflastirirken, McCarthy et al. (1980)

okiliz beyninden amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan iyon degisim ve afinite
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kromatografisi teknikleriyle iic basamakta saflastirmistir. Benzer sekilde bakteriden ve
mantardan yapilan c¢aligsmalarda ise yine ardisik birka¢ basamak kromatografi teknigi
kullanarak saflastirilmistir (Florencio et al. 1987; Chavez and Candau 1991; Garnier et
al. 1997). Calismamizda GDH enzimi koyun karaciger mitokondrisinden homojenatin
hazirlanmas1 ve afinite kromatografisiyle tek kromatografik yontem kullanilarak
saflagtirildi. Afinite kromatografisi, proteinlerin spesifik ligantlar1 esasina dayanarak
ayrilmasinda kullanilan bir saflastirma yontemidir. Saflastirilmasi istenen molekiil,
matriks adi1 verilen bir kolon dolgu maddesine kovalent olarak baglanirken liganda
spesifik ve tersinir baglanir. Giinlimiizde diger tekniklerle saflastirilmasi birgok
basamak isteyen, daha fazla zaman gerektiren biyolojik materyaller, afinite
kromatografisi teknigi ile tek bir basamakta kompleks karisimlardan saflagtirilmaktadir.
Saflastirilacak madde i¢in matrikse baglanan ligandin spesifik ve tersinir baglanma
afinitesine sahip olmasi gerekmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Afinite
kromatografisi teknigi sayesinde enzim literatiirdeki calismalardan daha kisa siirede ve
daha az kimyasal kullanilarak yiiksek spesifik aktiviteyle, yliksek saflikta ve verimde
saflastirilmistir. Ayrica bu yontemde kullanilan materyalin tekrar kullanilmasi ve diger
yontemlerde ¢ok az hacimlerde numune ile galisilirken afinite kromatografisinde yiiksek

hacimlerde ¢alismasi da bir avantajdir.

Caligmamiz sirasinda kantitatif protein tayinleri ise Bradford yontemi ile belirlendi. Bu
yontemin diger protein tayin metotlarindan {istiin tarafi, bozucu etkilere kars1 daha az
hassas olmasi, reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir olmasi, hizli gergeklesmesi ve

renk stabilitesi bir saatin listiinde olmasidir (Bradford 1976).

Elde edilen koyun karaciger mitokondrial GDH’mn safligim1 kontrol etmek amaciyla
SDS-PAGE yapildi. Yapilan elektroforez jelindeki protein bantlari glimiis boyama
metoduyla belirginlestirildi. Gilimiis boyama yontemi Coomassie Brilliant Blue
boyamadan daha hassastir. ng miktardaki proteinin dahi goriinmesini saglar. Boylece
elektroforez jelindeki tek bant saflagtirma islemimizin yiiksek saflikta basari ile
gerceklestigini kanitlamis oldu. Ayrica enzimin alt birimlerinin molekiil kiitlesi ayn1 jel

sayesinde log Mk-Rs grafigi cizilerek hesaplandi. Literatiirler gézden gegirildiginde
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kolza tohumundan saflagtirllan GDH’mn 6zdes 52 kDa molekiil kiitlesinde alti alt
birimden olustugu ve dogal halinin yaklasik 300 kDa molekiil kiitlesine sahip oldugu,
okiiz beyninden saflastirllan GDH’in alt birimlerinin molekiil kiitlesi 55+5 kDa,
hekzamer olan giliney kutup balig eritrositi GDH enzimi 57,9 kDa, olarak bulunmustur
(McCarthy et al. 1980; Ciardiello et al. 1997; Kim et al. 2002). Bir siyanobakteri olan
Synechocystis PCC 6803 den saflastirilan tetramer olan GDH enziminin tabii molekiil
kiitlesi 208+5 kDa, alt birimlerinin molekiil kiitlesi ise 46 kDa olarak, birbirine es dort
alt birimden olusan bataklik yosunu GDH enziminin tabii molekiil kiitlesi 210 kDa, alt
birimlerinin molekiil kiitlesi ise 52 kDa olarak bulunmustur (Florencio et al. 1987;
Heeschen et al. 1996). Koyun karacigeri mitokondrial GDH enzimi ise literatiirlerle
uyumlu olarak alt1 6zdes alt birimden olustugu bulundu. Enzimin tabii molekiil kiitlesi

ise 363 kDa olarak tespit edildi.

Bu giine kadar yapilan calismalarda GDH enziminin substratlarinin Ky, sabitleri
arastirtlmis ve ¢ok farkli gesitlilikte sonuglar elde edilmistir. EI-Shora and Abo-Kassem
(2001) yaptiklari ¢alismada kabak bitkisi GDH enzimi igin a-ketoglutarat ve NH,"
substratlarinin Ky degerini arastirmislar ve sirasi ile 3,3 mM ve 33,3 mM olarak
bulmuslardir. Bu sonuca gore kabak bitkisi GDH enziminin o-ketoglutarata ilgisi
NH;"a gore 10 kat daha fazladir. Synechocystis PCC 6803 isimli bir bakteriden izole
edilen GDH enziminin NADH yerine NADPH kullanildiginda reaksiyonun 42 kat daha
yavas gerceklestigi goriilmiistiir. Tersi olan reaksiyonda ise NAD® yerine NADP”
kullanildiginda reaksiyonun 45 kat daha yavas gerceklestigi goriilmiistiir. Enzimin
substratlar1 olan a-ketoglutarat, amonyum, glutamat, NAD" ve NADH i¢in Ky sabitleri
stirastyla 1,8 mM; 4,5 mM; 16,1 mM; 190 uM ve 50 uM olarak bulunmustur (Chavez
and Candau 1991). Bataklik yosunundan yapilan bir ¢alisgmada ise GDH enzimi
NADPH-bagimli ve NADH-bagimli olarak ikiye ayrildiktan sonra; NADPH-bagimli
enzimin substratlarina olan ilgisini gosteren Ky sabitleri NADPH, o-ketoglutarat,
NH4Cl icin sirastyla 1,1X10'4 M; 6,3X10'3 M ve 4,1X10’2 M olarak bulunmustur.
NADH-bagimli GDH’in Ky, sabitleri NADH, a-ketoglutarat, NH4CI igin sirasiyla
8,3x10° M; 0,7x10° M; 2,8x10% M olarak tespit edilmistir. NAD" bagimli GDH
enziminin glutamat i¢in Ky sabiti 2,1x10° M olarak bulunurken NAD" i¢in 1,4x10™* M
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olarak bulunmustur. NADP® bagimli GDH enziminin glutamat ve NADP" i¢in Ky
sabitleri tespit edilememistir. NADH’1in Ky sabitinin NADPH’in Ky sabitinden 13 kat
daha diisiik oldugu ve glutamat konsantrasyonu 25 mM’n iizerine ¢iktiginda enzimin
inhibe oldugu gorilmistir (Heeschen et al. 1996). Yapilan bir baska calismada
Brassica nopus yapraklarinda saflastirilan iki GDH izoenzimi GDH1 ve GDH7’nin Ky
sabitleri aragtirilmigtir. GDH1 izoenziminin amonyum, a-ketoglutarat, glutamat, NADH
ve NAD" igin Ky sabitleri sirasiyla 6,62 mM; 0,87 mM; 3,23 mM; 0,024 mM ve 0,116
mM olarak tespit edilmistir. GDH7 izoenziminin ise amonyum, o-ketoglutarat,
glutamat, NADH ve NAD" icin Ky sabitleri sirasiyla 9,3; 0,64; 3,32; 0,021 ve 0,150
mM olarak bulunmustur (Watanabe et al. 1999). Her iki izoenzim i¢in de yakin
degerlerle en yiiksek ilginin NADH’a oldugu belirlenmistir. Burbaeva et al. (2002)
yaptiklar1 ¢aligmada insan beyni GDH Il izoenziminin Ky, sabitlerini arastirmiglar ve o-
ketoglutarat i¢in 1,51+0,12 mM; NADH i¢in 0,114+0,02 mM; amonyum i¢in 24,47+2,2
mM; L-glutamat icin 3,03+0,2 mM; NAD" i¢in 0,63+0,03 mM ve NADP' icin
0,72+0,05 mM olarak tespit edilmistir (Burbaeva et al. 2002). Yapilan baska bir
calismada graniillii endoplazmik retikulum (RER) GDH enziminin substratlarinin Ky
degerleri hesaplanmis, glutamat i¢in NAD" kullanildiginda 5,93+0,24 mM; NADP"
kullanildiginda ise 23,8+1,7 mM olarak bulunmustur. NAD* ve NADP" icin Ky
sabitleri sirastyla 0,924+0,035 mM ve 0,441+0,012 mM olarak tespit edilmistir. Ayn1
caligmay! mitokondriyal GDH igin yaptiklarinda glutamat i¢in NAD" kullanildiginda
4,61+0,32 mM; NADP" kullanildiginda ise 20,742,6 mM olarak bulunmustur. NAD" ve
NADP" i¢cin Ky sabitleri sirastyla 0,364+0,026 mM ve 0,637+0,025 mM olarak tespit
edilmistir (Lee et al. 1999). Bu sonuca gére RER ve mitokondrial GDH enzimlerinin
ad1 gegen substratlara ilgisinin ¢ok benzer oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir bagka
calismada ise GDH enzimi bir siyanobakteri olan Synechocystis PCC 6803’den
saflagtirilmis ve enzimin substratlar1 i¢in Ky sabitleri belirlenmistir. Substratlardan
NADP*, a-ketoglutarat ve amonyum igin Ky sabitleri sirasiyla 20 uM, 1,5 mM ve 3,7
mM olarak belirlenmistir (Florencio et al. 1987). L.bicolor’dan saflastirilan GDH
enziminin substratlarindan amonyum, a-ketoglutarat, glutamat, NADH ve NAD"’nin
Kwm sabitleri sirasiyla 37 mM; 1,35 mM; 0,24 mM; 0,089 mM ve 0,282 mM olarak
bulunmustur (Garnier et al. 1997). Bizim c¢alismamizda ise koyun karaciger

mitokondrisinden saflastirtlan GDH enziminin Ky, sabitleri belirlenmistir. Enzimin
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substratlarinin ve koenzimlerinin Ky, sabitlerinin; NADH, NADPH, o-ketoglutarat,
NH4*, NAD", NADP" ve L-glutamat i¢in sirast ile 0,14; 1,67; 0,40; 12,92; 1,21; 0,24 ve
5,57 mM olarak bulunmustur. Bu sonuca gére enzimin ilgisinin 0,14 mM ile Ky, sabiti
en kiicik olan NADH’a ait oldugu belirlenmistir. Ayrica enzimin aminasyon
reaksiyonunda NADH’1 deaminasyon reaksiyonunda ise NADP™’y1 tercih ettigi de bu

sonuclardan elde edilmistir.

Yapilan caligmalara bakildiginda GDH enziminin optimal sartlarinin pek arastirilmadigi
belirlenmistir. Bataklik yosunundan yapilan bir ¢alismada aminasyon reaksiyonu igin
optimum pH 7,7; deaminasyon reaksiyonu i¢in optimum pH 8,6 olarak bulunmustur
(Heeschen et al. 1996). Synechocystis PCC 6803 isimli bir bakteri GDH enzimi i¢in
yapilan ¢alismada optimum pH 8,5-9,0 araligi olarak bulunmustur (Chavez and Candau
1991). Bir baska c¢alismada ise Synechocystis PCC 6803’den elde edilen GDH
enziminin ise aminasyon aktivitesi i¢in optimum pH 7,5-8,0 arasinda bulunmustur
(Florencio et al. 1987). Yapilan diger bir calismada Brassica nopus yapraklarindan elde
edilen GDHI ve GDH7 enzimlerinin her ikisi i¢inde birbirinin ayni olarak aminasyon
ve deaminasyon aktivitelerinin optimum pH’lar1 sirasiyla 9,0 ve 9,5 olarak bulunmustur
(Watanabe et al. 1999). Diger bir ¢alismada ise kolza tohumu GDH enziminin optimum
pH’sinin 8,0 ve stabil pH’sinin 5,5 oldugunu tespit edilmistir (Kim et al. 2002).
L.bicolor’dan saflagtirilan GDH enziminin optimum pH degeri aminasyon reaksiyonu
icin 7,4 deaminasyon reaksiyonu i¢in ise 8,8 olarak belirlenmistir (Garnier et al. 1997).
Bizim caligmamizda ise koyun karaciger mitokondrisinden saflastirilan GDH enzimi
karakterize edilmis ve literatiire benzer sonuclar elde edilmistir. Yapilan calismalar
sonucunda enzimin stabil pH’s1 7,0; optimum pH’s1 7,5; optimum iyonik siddeti 500

mM K-fosfat tampon ¢ozeltisi ve optimum sicakligi 40°C olarak bulunmustur.

GDH, karbohidrat ve amino asit metabolizmasi arasinda 6nemli bir bag olarak gérev
yapar ve GDH’1n birgok gdrevi rapor edilmistir. Ornegin; serebellar dejenerasyon olan
hastalarda GDH’1n kismi eksikligi goriilmiis ve enzimin beyin fonksiyonlarinda 6nemli
oldugu kanisina varilmistir (Hussain et al. 1989). Ayrica, glutamat aliminin inhibe

oldugu model sistemlerde GDH sinir koruyucu deger gosterir (Gorovitis et al. 1997).
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GDH’1mn ekspresyonunun antisens oligoniikleotidlerle inhibisyonunun, bu inhibisyonun
ilk sathasinda etkilenen dopaminerjik noronlarla iiretilmis mezonsefalik ndronlarla
toksik oldugu rapor edilmistir (Plaitakis and Shashidharan 2000). Genetik olarak
epilepsi olan sicanlarda GDH ekspresyonunda spesifik degisiklikler goézlenmistir
(Dutuit 2000). Bunun yanisira, membran bagli GDH formu mikrotiibiil bagh aktivite
gosterir (Rajas et al. 1996). GDH RNA-bagli protein olarak davranir ve
transkripsiyonun diizenlenmesinde muhtemel rol oynar (McDaniel 1995; Bringaud et al.
1997). Cavallaro et al. (1997) GDH’n hipokampiiste ge¢ hafiza ile ilgili genlerden biri
ile iliskili oldugunu ve Frattini et al. (1997) GDH’in Xq24-25’de yiiziik parmagi gen
ailesinin yeni bir iiyesi oldugunu aydinlatmistir. Hiperinsiilinizm-hiperamonnemi
sendromlarinin varligi insiilin salinimin diizenlenmesinde ve hepatik iire olusmasinin
diizenlenmesinde GDH’1in 6nemini vurgulamistir (Stanley et al. 1998; Tanizawa et al.
2002; Li et al. 2003; Yang et al. 2003). Bu sonuglar gosteriyor ki GDH enziminin

inhibisyon ¢alismalart son derece 6nemlidir.

Bu giine kadar GDH enzimi {izerine yapilan inhibisyon caligmalarinda asagidaki
sonuglar tespit edilmistir. Choudhry and Punekar (2007) yaptig1 calismada sigir
karaciger GDH enzimleri iizerine 2-metilen glutarat, izoftalat ve 2,4-piridindikarboksilat
molekiillerinin inhibisyon etkisini incelemistir. Sigir karacigeri NAD" bagimli GDH’1n
izoftalat icin K sabiti 475 uM, NADP" bagimli GDH’m izoftalat igin K; sabiti 3100 uM
olarak bulunmustur. Benzer sekilde 2-metilenglutarat ve 2,4-piridin dikarboksilat
molekiilleri i¢in Kj sabitleri sirasiyla 5,8 uM; 67 uM; 866 uM ve 6000 uM olarak tespit
edilmistir. Molekiillerin tamaminin sigir GDH enzimini yarismali olarak inhibe ettigi
bulunmustur (Choudhry and Punekar 2007). Kolza tohumundan yapilan bir ¢alismada
NADP"’ya spesifik GDH igin Ag”’nin kuvvetli bir inhibitér oldugu tespit edilmistir
(Kim et al. 2002). Bir diger calismada L.bicolor’dan saflagtirilan NADH bagimli
enzimin hem aminasyon hemde deaminasyon aktiviteleri iizerine metal iyonlarin etkileri
arastinldiginda ise Ca*? iyonlarinin %150-%175 aktivasyona sebep oldugu goriilmiistiir.
Her iki yonde reaksiyonda da Mn*? ve Cu*? iyonlarinin enzimi inhibe ettigi ancak Mg+2
iyonun MgClI; tuzunun aktivasyona sebep olurken MgSQO, tuzunun inhibisyona neden

oldugu tespit edilmistir (Garnier et al. 1997). Yapilan literatiir taramasinda Ca*?
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iyonlarinin enzimin aktivitesini artirdig1 goriilmiis, bu nedenle farkli konsantrasyonlarda
CaCl; varliginda enzimin hem aminasyon hem de deaminasyon aktiviteleri 6l¢lilmiistiir.
Glutamat olugsumunun 20 mM CaCl, varliginda %25 arttig1, deaminasyon aktivitesinin
ise %108 arttigi gozlenmistir (Florencio et al. 1987). Bizim g¢alismamizda ise koyun
karaciger mitokondrial GDH enzimi iizerine Ag’, Zn+2, Cu+2, C0+2, Ni+2, Fe+3, Mg+2,
Pb*? ve Ca™ metal iyonlarinin inhibisyon etkileri arastirilmistir. Ag+, Zn+2, Cu+2, C0+2,
Ni*? ve Fe™iin sirast ile 0,13 pM; 11,75 uM; 26,65 uM; 1,23 mM; 0,72 mM ve 0,25
MM 1Csp degerleri ile enzimi inhibe ettigi belirlenmistir. Ca*®’nin ise enzimi aktive
ettigi tespit edilmistir. Enzim iizerine inhibisyon etkisi gosteren, Ag", Zn*?, Cu*?, Co™,
Ni*? ve Fe" metal iyonlarinin Kj sabitleri sirast ile 0,09+0,04 uM, 5,61£2,27 uM,
29,16+8,1 uM, 0,98+0,29 mM, 0,49+0,17 mM ve 0,29+0,04 mM olarak tespit
edilmistir. Ayrica s6z konusu enzimi Ag® ve Ni*?’nin yarismalil olarak, Cu*?, Co* ve

Fe**{in yarismasiz olarak ve Zn**’nin yar1 yarismali olarak inhibe ettigi belirlenmistir.

Gliniimiizde insanoglunun karsilastigt en biiyilk sorun c¢evre kirliligidir. Cevre
kirliliginin basinda ise sanayi atiklarindan kaynaklanan kirlilikler gelmektedir. Cevre
sartlarint umursamayan kuruluslarin ¢evreye biraktigi kirleticilerden biri de agir metal
atiklandir. Agir metaller 6zellikle suya karisarak kontrolsiiz bir sekilde cevreye
yayillmaktadir. Sanayi atiklarina insanoglu ya dogrudan ya da dolayli olarak maruz

kalabilir. Bu durum dikkatleri toksikoloji alaninda ¢alismalara ¢ekmistir.

Toksikoloji, kimyasallar ile biyolojik sistem arasindaki etkilesmeleri zararli sonuglari
yoniinden inceleyen ve toksik kimyasallarin zararsizlik limitlerini belirleyen bilim
dalidir. Her kimyasalin doza bagimli olarak toksik etki gosterebilmesi gergegi
toksikolojinin ugras konusunu ilag, kozmetik, tarim ilaci, gida katki maddeleri, ev
temizlik malzemesi ve endiistriyel kimyasallar olarak ¢ok genis bir alana yaymaktadir.
Biitiin bu kimyasallara, organizmaya yabanci anlamina gelen “ksenobiyotik” adi da

verilmektedir (Giiner 2008).

Bircok metal, insan ve hayvanlar icin esansiyeldir. Esansiyel olanlar, eksikliklerinde

oldugu gibi fazla miktarlarda alindiklarinda da viicut homeostazini bozarak toksik etki
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olusturabilirler. Bugiin “endiistriyel metaller” olarak nitelendirilen yaklasik 50 metal ve
alasimi gesitli amaglarla kullanilmaktadir. Ayrica metaller ve tuzlari tipta ve veteriner
hekimlikte ilag, pestisit (fungusit, insektisit, herbisit, rodendisit gibi) olarak da
kullanilmaktadir. Basta besinler olmak tizere diger bazi yollarla (su, hava gibi) alinan
metaller “viicut metal yiikii” olusturmakta; bazilar1 ise (aliminyum, kursun ve
kadmiyum gibi) yas ilerledik¢e birikerek viicuttaki konsantrasyonlari artmaktadir
(Giiner 2008).

Sonug olarak; bu ¢alisma kapsaminda bu tarz durumlarda metabolizma igin yiiksek
Oonem tasiyan glutamat dehidrogenaz enziminin ne oranda etkilendigini incelemek amaci
ile koyun karacigeri mitokondrisinden GDH enzimi izole edilmis, ¢evresel etkilere karsi
duyarliligin1 incelemek igin karakterize edilmis ve metal atiklarin ne gibi etkiler
gosterdigini belirlemek icin bazi metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerine inhibisyon
etkisi in vitro sartlarda incelenmistir. Koyun karaciger mitokondrisinden glutamat
dehidrogenaz enzimi 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi kullanilarak
literatiirde ilk kez tek basamakta saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin yaklasik olarak
1320 EU/mg protein spesifik aktiviteyle, 272 kat ve %9 verimle saflastirildig1 tespit
edilmistir. Saflagtirllan enzim karakterize edilmis; Stabil pH’st 500 mM K-fosfat
tamponunda pH: 7,0; Optimum pH’s1 500 mM K-fosfat tamponunda pH: 7,5; Optimum
iyonik siddeti 500 mM K-fosfat tamponu pH: 7,5 ve Optimum sicakligi 40°C olarak
bulunmustur. Saflastirilan enzimin tabii molekiil kiitlesi jel filtrasyon kromatografisi ile
363 kDa ve alt birim molekiil kiitlesi 62 kDa olarak bulunmustur. Bu sonuca gore
enzimin Ozdes altt alt birimden olustugu belirlenmistir. Saflagtirilan enzimin
substratlarinin ve koenzimlerinin Ky-Vmax degerleri arastirilmistir. NADH, NADPH, a-
ketoglutarat, NH;*, NAD*, NADP" ve L-glutamat igin siras1 ile Ky degerleri 0,14; 1,67;
0,40; 12,92; 1,21; 0,24 ve 557 mM olarak bulunmustur. Vi degerleri NADH,
NADPH, o-ketoglutarat, NH;", NAD*, NADP" ve L-glutamat igin siras1 ile 3,86; 3,08;
1,68; 1,32; 0,81; 0,27 ve 0,46 EU/ml olarak bulunmustur. inhibisyon calismasinda ise
Ag', Zn*? Cu*?, Co*™, Ni*? Fe™ Mg, Pb*™ ve Ca*? metal iyonlarmin enzim aktivitesi
lizerine etkileri arastirilmis ve Ag+, Zn+2, Cu+2, C0+2, Ni*? ve Fe™{in enzimi inhibe

ettigi bulunmustur. Ca*? ise enzimi aktive etmistir. inhibisyon etkisi gosteren Ag*, Zn*?,
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Cu+2, C0+2, Ni*? ve Fe*®iin ICsp degerlerinin sirasi ile 0,13 uM; 11,75 uM; 26,65 uM;
1,23 mM; 0,72 mM ve 0,25 mM oldugu belirlenmistir. 1nhibisyon etkisi gosteren metal
iyonlarinin inhibisyon tiiriinii ve K; sabitini belirlemek amaci ile Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Enzim iizerine inhibisyon etkisi gosteren Ag’, Zn*?, Cu*?, Co™, Ni*?
ve Fe™® metal iyonlarinin Kj sabitleri sirasi ile 0,09+0,04 uM, 5,61+2,27 uM, 29,16+8,1
uM, 0,98+0,29 mM, 0,49+0,17 mM ve 0,29+0,04 mM olarak tespit edilmistir. S6z
konusu enzimi Ag" ve Ni**nin yarismal olarak, Cu*?, Co™ ve Fe*>iin yarismasiz
olarak ve Zn*#nin yar1 yarismal olarak inhibe ettigi de belirlenmistir. Sonuglar toplu

olarak Cizelge 5.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 5.1. Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi i¢in bulunan karakterizasyon
sonugclari, 1Csy degerleri, K sabitleri ve inhibisyon tiirleri

Alt birim molekiil kiitlesi 62 kDa
£
7:, Tabii molekiil kiitlesi 363 kDa
=
S
‘2 Optimum pH 75
2.
§ Optimum iyonik siddet 500 mM
P
W
é Stabil pH 7.0
y.
Optimum sicakhk 40°C
Km (MM) Vinax (EU/ml)
NADH 0,14 3,86
=
% NADPH 1,67 3,08
5 a-ketoglutarat 0,40 1,68
é NH,* 12,92 1,32
> +
f NAD 1,21 0,81
NADP"* 0,24 0,27
L-glutamat 5,57 0,46
Metal iyon ICso Ortalama K; Inhibisyon tiirii
Ag* 0,13 uM 0,09+0,04 uM Yarigsmali
% Zn*? 11,75 pM 5,61£2,27 uM Yar1 yarismal
g Cu*? 26,65 uM 29,16+8,1 uM Yarismasiz
Cg Co*? 1,23 mM 0,98+0,29 mM Yarigsmasiz
% Ni*2 0,72 mM 0,49+0,17 mM Yarismal
:-E Fe's 0,25 mM 0,294+0,04 mM Yarigsmasiz
=
Ca*? Aktivasyon - -
Pb*? Etkisiz - -

Mg*? Etkisiz - -
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Koyun karaciger mitokondrial GDH enzimi iizerine inhibisyon etkisini inceledigimiz
Ag, Zn, Cu, Co, Ni, Fe, Mg, Pb ve Ca gibi elementlerden Cu, Zn ve Fe elementleri
canlilarda normal gelisim ve biyolojik islevlerin siirdiiriilebilmesi ig¢in enzimlerin
koenzimi olarak is gormeleri agisindan gereklidirler. Ancak bu metallerin ve diger

toksik metallerin ortamdaki derisimlerinin artmast,

e Karaciger gibi metabolik aktivitesi yiiksek olan organlarda metal birikmesine

e Enzimlerin aktif bolgelerini bloke ederek organizmada toksik etkilerin ortaya
cikmasina

e Metabolizma icinde fonksiyonu olan eser elementlerin yerine gecerek hiicrede eser
elementlerce yapilan islemlerin durmasimna (Ornegin Cd benzer elektron dizilimine sahip
Zn yerine gegerek hiicre i¢inde koenzim, kofaktor gorevlerini sekteye ugratabilir.)

e Hiicre i¢i dengenin kurulmasinda hayati énemi olan Na, K, Ca gibi elementlerin
hiicre zarindan gegisinde fizyolojik rekabet sonunda bu iyonlara bagl olan fizyolojik
olayin bloke olmasina

e Serbest radikal ile hiicre zar1 gegirgenligi bozulmasina (Ozellikle Hg, Pb gibi
toksitesi yiiksek olan agir metaller bu yolla etkilerini gosterirler.)

e Bazi agir metaller mitokondri ve hiicre enerji lretim sisteminin olumsuz

etkilenmseine neden olur (Giiner 2008).

Sanayi atiklarina maruz kalan canlilardan olusan diyet insan i¢in biiyiik tehlike
olusturur. Her ne kadar toksik maddeler i¢in savunma sistemi canlilarda mevcut olsa da
atilamayan kisim omurgalilarin karacigerinde birikir. Boyle bir birikime sahip diyet ile
beslenen canlilar yogun bir sekilde toksik maddelere istemeden de olsa maruz kalmis
olur. Bu nedenle kaynaklarin gittikce daraldigi giiniimiizde 6zellikle ekonomik 6nemi
olan canlilarin bu kirlilikten nasil etkilendiginin incelenmesi zorunluluk haline

gelmistir.
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