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CESITLI CEVRESEL KiRLETICILERIN GAMMARUS PULEX
GLUTATYON REDUKTAZ ENZiMi UZERINDEKI
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ISMAIL POYRAZ

Anadolu Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Do¢.Dr. HMehtap KUTLU
2001, 58 sayfa

Bu tezde agir bir metal olan kurgunun sucul bir Amphipod olan Gammarus
pulex'deki glutatyon rediiktaz enzimi Gzerine etkileri incelenmis, enzimin
biyokimyasal ve kinetiksel analizleri yapilarak sucul kirliligin olgiilmesinde bir
biomarker olarak kullamlip kullanilamayacag: arastirilmigtir. Enzimin farkli NADPH
konsantrasyonlarina gore Ky, degeri 129,03 uM bulunmustur. Ayrica bazi metal
iyonlar1 (Cu*?, Mg*?, Zn™?) ve EDTA'min enzim aktivitesi tizerine etkileri incelenmis
ve bu iyonlarin enzim aktivitesini diigiirme etkisi Zn'? > Mg > Cu™ olarak
bulunmustur. EDTA'nin enzim aktivitesini onemli derecede inhibe ettigi saptanmustir.
Gammarus pulex glutatyon rediiktazi saflagtinlarak SDS-PAGE analiz yontemiyle
molekiil agirligi 54-56 kda. olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz, Gammarus pulex, Kursun, Metal iyonlari,
EDTA
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In this thesis, the effects of lead, a heavy metal, on glutathione reductase in
Gammarus pulex, an aquatic organism, have been investigated and also, glutathione
reductase enzyme was studied as a biomarker for aquatic pollution by biochemical
and kinetical methods. K,, of enzyme according to different NADPH concentrations
has been found as 129,03 uM. Besides, the effects of some metal ions (Cu*?, Mg*,
Zn*?) and EDTA on enzyme activity have been studied and decreasing effect of this
ions on enzyme activity has been found as Zn™* > Mg > Cu™. Glutathione reductase
of Gammarus pulex has been purified and their molecular weight has been

determined as 54-56 kda. by SDS-PAGE analysing method.
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1. GIRiS

Agir metaller, dogada diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve bazilari canli
varliklar igin gerekli olan, fakat yiiksek konsantrasyonlari toksik, mutajenik,
kanserojenik veya teratojenik olabilen kimyasal elementlerdir [1].

Agir bir metal olan kurgun, sucul gevrede sik karsilagilan bir kirleticidir;
kursunun yaygin olarak gok cesitli alanlarda kullamilmasi, basta insanlar olmak
iizere bir ¢ok canliy1 olumsuz yonde etkilemektedir; boya, akiimiilator, seramik,
porselen, metal alagimlari, matbaa dizgisi, lehim ve bronz ile ¢alisan igyerleri,
aym zamanda kursuna maruz kalma kaynaklarimin da temelini olugturmaktadir
[2,3].

Kentsel ve endiistriyel kaynakli kimyasal bilesikler (evsel atiklarin igerdigi
deterjanlar, fabrika atiklart v.b.) nehir sularimin su katmanlari ve sedimentlerinin
kirliliginde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Suda ¢oziinebilen kirleticiler, sucul
gevre boyunca tasinarak ve yayilarak fiziksel ve kimyasal ozelliklerini
siirdiirebilmekte ve koruyabilmektedirler. Bu parcalanamayan kirleticiler farkli
alanlara yayilabilmekte veya az ya da ¢ok daha bagka bilesiklere
dontigebilmektedirler [1].

Guniimiizde endiistriyel kullammda yaygm olan agir metaller, tim
biyosfer bilesenlerindeki Kkirleticiler gibi gevrede yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmugtur. Bu nedenle bu maddelerin sadece kisa siiredeki toksik etkilerini
aragtirmayip, ekosistemin yapisi ve dengesi i¢in ortamda bulunan disik
seviyelerinin uzun sireli birikimlerini de aragtirmak gerekmektedir [4]. Toksisite
testleri ayni zamanda, akuatik flora ve faunay: temsil eden canlilarin yayilma
alanlarinin belirlenmesine yardim etmektedir [5].

Akarsu sedimentleri kullamlarak sucul ortamlardaki metal Kkirliliginin
olgiilmesi yonteminin; su katmanlan ve sucul biyota kirleticileri arasinda énemli
bir yeri olan konsantre metal kirliliginin 6lgiilmesine yardime: oldugu
saptanmugtir. Akarsu sedimentlerindeki metal kirliligi, genotoksik sonuglarin
agiklanmasina yardimet olmaktadir [1].

Cesitli gevresel kirleticilerin lethal toksisitesi Gammarus pulex gibi akarsu

makro omurgasizlarinda belirlenmistir. Omegin Sinop yarimadasinda yagayan bir



Amphipod olan Echinogammarus olivii, Isopod'lardan Sphaeroma serratum ve
Dekapoda'dan Palaemon elegans tizerinde Zn*?, Cu*? ve kursun igin akut toksisite
testleri yapilmigtir [S]. Kiltiirlerinin kolayligi ve hizli ¢ogalmalarindan dolay:
tercih edilen bu organizmalar akarsu toksikolojisinde tercih edilmektedir [6].
Uzun yillardan beri, tath su amfipodlari, sucul toksikolojisinde test organizmasi
olarak kullamla gelmektedir. Gammarus spp. ise, tath su amfipodlan iginde
toksikolojik g¢aligmalarda kullamlan en popiiler canli gruplarindan birisidir.
Diinyanin bir ¢ok bolgesinde yaygin olarak bulunmasi, elde edilebilme ve toplama
kolaylig1, laboratuvar kogullarinda yagatilabilmesi konusunda biyiik sorunlar
¢ikmayisi gibi avantajlarinin yan sira bir ok toksik maddeye kargi da duyarli bir
organizmadir [2].

Glutatyon rediiktaz enzimi (GSSGr), hidrojen peroksit ve radyasyona
neden olan radikallerin effektif detoksifikasyonunda gorevli bir enzimdir [7].
Toksik bilesikler tarafindan meydana getirilen GSH (rediikte glutatyon)'daki
degisimlerin  analizleri, toksisite mekanizmasi hakkinda o6nemli bilgiler
vermektedir [8]. Glutatyon fraksiyonlari; bir antioksidant gibidir ve askorbit-
glutatyon dongiisiindeki  hidroperoksitler ve toksik serbest radikallerin
uzaklagtirilmasi, hava kirlilii ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol
oynamaktadirlar. Glutatyon rediiktaz, organizmalarin bitin dokularinda
bulunmaktadir. Bu enzim hayvanlarda dogrudan dogruya glutatyon peroksidaz ile;
euglena, yesil algler ve cyanobacteria dahil yiiksek bitkilerde dehidroaskorbit
redilktaz araciliftyla dolayli olarak askorbit peroksidaz ile eslesmektedir.
Glutatyon rediiktaz muhtemelen, rediikte formda ir vivo H,0, (hidrojen peroksit)
atik yolunun hizlandirilmasinda ve hiicrede rediikte glutatyon seviyesinin dengede
tutulmasinda rol oynamaktadir [9].

Rediikte glutatyon ozgiil olmayan bir indirgeyicidir. Prostetik grup
yizeylerinde siilfidril gruplarina bagli aktivite gosteren enzimlerin sayist
organizmalarda oldukga fazla bulunmaktadir. Bu enzimler oksitlendikleri ya da
silfidrille birlesebilen ajanlarla kargilagtiklarinda inaktive olmakta ve GSH'a
tepkimeye girerek yeniden aktivitelerini kazanmaktadirlar. Hiicre igi rediikte

glutatyon iki kaynaktan gelmektedir. Bunlardan birincisi eritrositlerdeki



aminoasitlerden, normal GSH sentezi, digeri ise glutatyon rediiktaz'in katalizledigi
tepkime sonucu indirgenen okside glutatyondur [10].

Glutatyon rediiktaz, hiicrelerdeki GSH ve GSSG (okside glutatyon)
miktarlarinin dogru oranlarda bulunmasini saglamaktadir [7].

Glutatyon rediiktaz, organizmalarin hiicrelerinde okside glutatyonu
rediikkte glutatyona doniistirmeden sorumlu biitiin  dokularda bulunan bir
flavoproteindir. Enzimin fonksiyonu, oksidatif stres'e karsi korunmada ve
deoksiriboniikleotidlerin iiretiminde 6nemlidir [11].

Bu ¢aligmanin ilk boliimiinde; sucul bir omurgasiz olan ve besin zincirinde
baliklarin besinini teskil eden Gammarus pulex'deki glutatyon rediiktaz enzimi
lizerine kursun asetatin biyokimyasal etkileri incelenmis ve kinetik analizleri ile
kurgun asetat muamelesi sonucundaki enzim aktivitesindeki degisiklikler tespit
edilerek, bu enzimin bir biomarker olarak kullamlip kullanilamayacag
aragtinilmugtir. Ayrica, Cu*? (bakir), Mg*? (magnezyum) ve Zn*? (ginko) gibi metal
iyonlarmnin ve EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid)'in Gammarus pulex
glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine etkileri aragtirilmis ve enzim piirifiye
edilerek SDS-PAGE (Sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel elektroforezi)

analizi yontemiyle molekiil agirlig1 tespit edilmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Agir Metallerden Kursunun Kimyasal Ozellikleri ve Dogadaki Dagilim

Kurgun; mavi, grimsi renkte agir bir metaldir. Erime noktas1 327 °C,
kaynama noktast 1744 °C'dir. Organik kursun bilesiklerinden alkil kursun
bilesikleri lipofil ozellikte olup, toksikolojik agidan 6nem tagimaktadir. Erime
derecesi diigiik, yumusak ve iglenmesi kolay bir metal olan kursun, eski gaglardan
beri kullamildigs igin, kursun zehirlenmelerinin de ge¢misi ¢ok eskilere
dayanmaktadir. Dogadaki kursun genellikle sari, parlak, siilfiirlii formlarda maden
yatagi olusturmakta ve kolayca elde edilebilmektedir [12].

Sulara kangan kursunun onemli bir kismi, sularda bulunan karbonat,
bikarbonat ve organik maddelerle birleserek dibe ¢okmektedir. Béylece biiyiik
oranda sedimentlerde biriken kursun, sedimentten biotaya (fauna ve flora) gegerek
birikmektedir [13].

2.2 Agir Metallerin ve Diger Cevresel Kirleticilerin Sucul Organizmalar
Uzerindeki Toksik Etkileri

Agir metaller, kayalarin hava almas: veya volkanik faaliyetler gibi dogal
nedenlerden dolay: siirekli sucul gevreye serbest olarak birakilmaktadir. Bundan
bagka endiistriyel yontemler ve tanmsal kullanimlar (6rnegin bakar siilfat akuatik
vegetasyonun kontroliinde kullanilir) tath sularda bir ¢ok metalin hareketini
bilyitk oranda arttirmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde agir metal kirliligi iizerine
ilgi artmugtar [14].

Agir metaller aym zamanda gerekli elementleri (Mn*?, Zn*?, Cu*? vb.) ve
Cd", Hg?, Ag™ ve Sn' gibi biyolojik fonksiyonlari bilinmeyen metalleri de
i¢ine almaktadir. Bu metaller, ortamda ve absorbe haldeki bazi seviyelerde, cogu
organizma igin potansiyel tehlike teskil etmektedirler. Bazi sucul tiirler, bakir ve
ginko gibi gerekli metallerin viicuttaki seviyelerini diizenleyebilirler, fakat bu

diizenleme daha yiiksek konsantrasyonlu metale maruz kalnma ve metal



birikmesi gibi nedenlerden dolay: bozulmaktadir. Metal diizenlenmesi gogunlukia
metal oram arttiginda o metalin viicuttan atilimiyla basarilmaktadir [14].

Baglica demir, bakir, kadmiyum, ctva, vanadium, kurgun, kobalt, nikel
veya kalay gibi metallerin memelilerde lipid peroksidasyon olugumlar tizerindeki
etkileri de aragtinlmugtir [15].

Deterjanlar ve pestisitler (tanm ilaglar) gibi sentetik kirleticilerin
calisilmastyla, agir metal Kkirleticilerinin ¢aligilmasi arasindaki farkliliklarin
onemli bir yoni; agir metallerin dogal olarak cevrede, tathi ve tuzlu sularda,
toprakta ve atmosferde iz miktarlarda bulunmasidir [4].

Deniz kirliligi c¢aligmalari, deniz ekosistemi igin temel bilgilerin
bulunmasiyla birlikte 1970 lerde baglamigtir. Evsel atiklar, endistriyel atiklar,
petrol atiklary, pestisitler (tanim ilaglart), insektisitler (bocek zehirleri), radyoaktif
atiklar ve agir metaller, deniz ve tatli su kirliligine neden olmaktadirlar. Belirli
sahillerde gevre bu kirleticiler tarafindan gittikce etkilenmektedir. Bunlardan en
onemlilerinden birisi de agir metallerdir. Demir, kobalt, bakir ve ¢inko gibi bazi
metaller ¢ogu organizma igin gerekliyken kadmiyum, kursun ve civa gibi agir
metaller yarar saglamadiklari gibi genelde zararli ve toksiktirler. Canli igin gerekli
olsun veya olmasin biitiin metaller ortamda belirli bir konsantrasyonun tizerinde

potansiyel olarak tehlike yaratmaktadir [4].

2.3 Kursun Kirliliginin Sucul Organizmalardaki Enzimler Uzerindeki
Etkileri

Kursunun da iginde bulundugu agir metaller, enzimler gibi membran
biomolekiillerine baglanabilmekte veya biyomolekiillerin sulfidril gruplanyla
reaksiyona girebilmektedirler.

Kursun, gevrede genis ¢apta birikim gosterip hayvanlarda bir dizi olumsuz
etkilere neden olan bir agir metaldir. Kurgunun enzimleri inhibe ettigi ve lipid
peroksit olusumlarina baglanarak biyolojik membranlarin yapisii degistirdigi
gozlenmigtir. Bir ¢ok ¢aligma kusunun, lipid peroksidasyonundaki bir azalmayla

birlikte reaktif oksijen tiirlerinin artmasina neden oldugunu gostermektedir [15].



Yapilan analizlerde, dil baliklar1 gibi sedimentlerle beslenen baliklarda
onemli miktarlarda kursun birikimine rastlanmigtir. Kursunun ana kaynagi
genelde topraktir. Toprakta bulunan kursun gesitli yollarla sulara da
bulagmaktadir. Tath sularda 3 mg/lt kurgun sitratin 12 saat iginde baliklar igin
oldiriicti oldugu saptanmugtir [13].

2.4 Tathsu Amphipodlarinin Toksikolojik Calismalardaki Onemi

Akut toksisite testlerinde, toksik maddeler igin genellikle amphipodlar en
duyarl1 organizmalar olarak kullanilmaktadir. Bu grup, kimyasal kirlilikten ve agir
metal birikiminden de en fazla etkilenen grup olarak tespit edilmistir.
Amphipodlarin gevresel stres faktorlerine ve toksikantlara cevaplar1 hakkinda
yapilan ¢aligmalar da yeterli olmamaktadir [16,17].

Genellikle omurgasiz canlilarin kirleticilere karsi balik ve alglerden daha
duyarli oldugu bilinmektedir [5]. Gammarus spp'lar (sekil 2.1) sulara kangan
cevresel Kkirleticilere baliklardan daha duyarli organizmalardir. Cok gesitli
kirleticilere olan hassasiyetlerinden, g¢abuk iretilebilmelerinden, ¢ok sayida
toplanabilmelerinden dolayr bu cinsin toksikolojik caligmalardaki kullanimi
giderek artmaktadir [17,18].

Sekil 2.1. Gammarus spp
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Akuatik  organizmalar ekolojik ve ekonomik onemlerinden ve
morfolojilerinden dolay: gevre kirliligini saptamada genis gapta kullanilmaktadr.
Toksisite testlerinde bu organizmalarin kullamilmasi, akuatik ekosistemlerin
korunmasinda da gerekli goriilmektedir. Cegsitli akuatik organizmalara ve
biyolojik su kalitesini 6lgmede kullanilan belirli indikator organizmalara gevresel
kirleticilerin etkileri iizerine pek gok ¢alismalar yapilmaktadir. Bir gok toksisite
testi akut lethalitenin olgiilmesiyle ilgilidir: Sonuglar, test organizmalarinin belli
bir yiizdesinin (6rnegin LCso) standart bir zaman periyoduna bagh olarak
olgiilmesiyle, bir toksikant konsantrasyonu veya dozu olarak belirtilmektedir [14].

Toksikantlarin farmakokinetik bilgilerinin yam sira mekanizmalarinin da
anlagilmast igin hangi toksikantlarim nelere etki ettiklerini bilmek gerekmektedir.
Biyokonsantrasyonlar1 g6z oniine alindiginda, bu toksik bile;siklerin
organizmalardaki birikimi, ¢gevreden ¢ok daha fazla oranda bulunmaktadir [19].

Gammarus pulex son derece yaygin bir organizmadir ve baliklarin besinini
olusturdugu igin akarsularda bol miktarda bulunmaktadir. Birgok toksikanta kars
da ozellikle duyarh bir organizmadir. Amerikada standart toksisite test
organizmasi olarak kullanilmig ve Avrupa'da da kullanimu igin tavsiye edilmistir
[14].

2.5 Glutatyon Rediiktaz Enzimi
2.5.1 Glutatyon Rediiktaz Enziminin Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Glutatyon rediiktaz, her biri dimerik olan lipoamid dehidrojenaz ve
tioredoksin rediiktaz igine alan piridin niikleotid-disiilfit oksidorediiktaz ailesine
mensuptur [9,20]. Aslinda Piridin niikleotid-disiilfid oxidorediiktaz ailesi, her alt
unitesi bir FAD ve bir redoks-aktif disilfid igeren dimerik flavoenzimlere baglt
fonksiyonel bir grup olarak tammlanmaktadir [21]. Enzim, okside glutatyonun
NADPH bagiml rediiksiyonunu katalizlemektedir. Glutatyon rediiktaz her bir alt
dnitesi yaklagik 50 kDa molekiler agirlikta olan ve iki alt iinitesi bulunan
homodimerik bir enzimdir. Enzimin her alt nitesi bir FAD molekiilii

icermektedir. Flavin kofaktér nonkovalent baglidir ve enzimin iki alt initesi



arasinda stk1 bir  baglanma  bélgesini olugturmaktadir [22].
Deoksiriboniikleotidlerin sentezinde de 6nemli rol oynayan glutatyon rediiktazin
asil fonksiyonu, oksidatif strese karst hiicreyi korumaktir [11].

Glutatyon ve glutatyon rediiktaz, reaktif oksijen bilegiklerine kargt
hiicrelerin atik toplama sisteminin 6nemli bir pargasini olusturmaktadir. Glutatyon
rediktaz okside glutatyonun (sekil 2.2) reditkte glutatyona (gekil 2.3)
reditksiyonda (gekil 2.4) arabulucu bir rol oynamaktadir [23].

Gly—NH—CH—CO—Gly

|
T
T

S

I
Glu—HN—CH—CO—Gly

GSSG:Okside (Yiikseltgenmis) Glutatyon

Sekil 2.2. Okside glutatyonun molekiiler yapisi

TOOH
T I
CH, CH,

HoN—CH—CO—NH—CH—CO—NH— CH,—COOH

GSH: Glutamil-Sisteinil-Glisin; Rediikte (indirgenmis) Glutatyon

Sekil 2.3. Rediikte glutatyonun molekiiler yapis
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Sekil 2.4. Glutatyon rediiktaz enziminin mekanizmasi

Glutatyon rediiktaz, TPNH (Rediikte trifosfopiridin niikleotid)'e ozel
glutatyon rediiktaz ve DPNH (Rediikte difosfopiridin niikleotid)'e 6zel glutatyon
redilkktaz olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Glutatyon rediiktaz agagidaki
reaksiyonlan katalizlemektedir;

GSSG + TPNH + H* -Gr=diz_p. ) GSH + TPN'

GSSG + DPNH +H* -Sxditz_p, 5 GSH + DPN*

Glutatyon rediiktazin katalizledigi TPNH ve DPNH ile GSSG
rediiklenmesi, reaksiyon tamamlanana kadar siirmekte ve geri dondsiimsiiz
olmaktadir. Enzim aktivitesinin olgilmesinde, TPNH veya DPNH'n
oksidasyonunda beklenen optik yogunlugun azalma oranina bakilmaktadir [24]

TPNH'a 6zel glutatyon rediiktazin 6lgiilmesi igin gerekli optimum sartlarin
25 °C'de, pH: 6.4-6.7 ve 340-366 nm (nanometre) dalga boyu oldugu
bilinmektedir. DPNH'a 6zel glutatyon rediiktazin 6lgilmesi i¢in gerekli optimum

sartlarin ise 25 °C'de, pH: 6.2 ve 340-366 nm dalga boyu oldugu saptanmigtir [24].
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NADH peroksidaz enzimi karakterize edildiginde flavoprotein glutatyon
rediiktazla yapisal homolog oldugu goriilmiigtiir [25].

Thioredoksin rediiktazlarin da ; glutatyon rediiktaz, lipoamid dehidrojenaz
ve merkiirik iyon rediiktazt da igine alan pyridine nikleotid-distlfit
oksidorediiktazlarin flavoprotein ailesine mensup olduklar saptanmigtir [26].

Glutatyon rediiktaz enziminin Chlamydomonas reinhardtii'de SDS-PAGE
ve jel filtrasyonu sonucuna gére yapilan arastirmalarda 54-56 kda. molekiiler
agirlikta bir monomer oldugu saptanmigtir. Enzimin NADPH igin spesifik iken
NADH i¢in spesifik olmadig gorilmiistir. C. reinhardtii'de enzimin pH: 4.8-8.2
araliinda GSH ve NAD(P)" ile geri doniisim reaksiyonu gozlenmemisgtir.
NADPH ve GSSG igin Ky degerleri sirasiyla 10.6 uM ve 54.1 puM olarak
bulunmusgtur [9].

Yapilan caligmalarda siganlarda glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi;
bobrek >karaciger > dalak > kalp > beyin > iskelet kasi > eritrosit > serum
seklinde belirtilen swrayla azaldign gozlenmistir. Enzimin hiicrenin tiim
fraksiyonlarinda lokalize oldugu belirtilmistir. Sigan (rat) beyni homojenatinda;
hicre gekirdegindeki toplam aktivite % 11.9, mitokondride % 35.4,
mikrozomlarda % 9.5 ve yitksek hizda santrifiigasyondan sonra erimig
siipernatantda ise % 43.9 olarak bulunmusgtur [24].

Insan gogsinde ve fare meme bezlerinin prenoplastik ve neoplastik
dokularmda glutatyon rediiktaz aktivitesi, diger dokularla kargilastirildiginda daha
yiksek oldugu bulunmugstur. Meme kanserinde glutatyon rediiktaz aktivitesinin
artmastnmn, GSH titkendiginde enzimin ortam sartlarina karsi bir yant1 oldugu
tahmin edilmektedir [27].

Sitrat tamponundaki saf enzimin diyalizi, enzim aktivitesinin kaybina
neden olmaktadir. Fakat bu aktivitenin 20 ve 50 uM FAD (flavin adenin
diniikleotid) ile inkiibe edildikten sonraki orjinal seviyesi sirastyla %22 ve %38
geri kazanldigini gostermigtir. FMN (flavin mononiikleotid)'in enzim aktivitesi
uzerinde etkili olmadig: goriilmektedir. FAD ile geri kazanilan aktivite ile, non-
kovalent bagl bir kofaktoér olan FAD'm C.reinhardtii glutatyon rediiktazinin
katalitik aktivitesi igin gerekli oldugu goritlmiistiir [9].
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2.5.2 Glutatyon Rediiktaz Enziminin Biyokimyasal Yapisi

Glutatyon rediiktaz geometrisi bilinen bir homodimerik flavoenzimdir. Her
bir alt initesi, kaynag bilinen dort bélge igerir ve aktif bolgeye gerekli yan
gruplar katilir; bu nedenle monomerin inaktif olmasi beklenmektedir.

Insan eritrosit ve E.coli.glutatyon rediiktazinin ayrmntili yapisal ozellikleri,
yiiksek kararhiliktaki kristal yapilarindan elde edilmistir. Bu enzimler %52
oraninda benzer olmalarma karsin eritrosit glutatyon rediktazinin N
terminalindeki 16 yan grubun E.coli'deki enzimde kayip oldugu gériilmektedir.
Enzimlerin tiglinciil yapilart birbirlerinden gok az farklilik gostermektedir [22].

Glutatyon reditkktaz, FAD baglanma, NADPH baglanma, merkez ve
arayiizey adi verilen dort yapidan meydana gelen iki alt iiniteden olugmus
homodimerik bir enzimdir. Insan glutatyon rediiktazimin, substrati olan okside
glutatyonla ve farkli glutatyon analoglartyla olusturdugu yapilarin biyik capta
analizleri yapilmugtir [11].

Insan glutatyon rediktaz mutantlart izerinde yapilan ¢aligmalar
sonucunda, bu enzimin ¢cDNA'smmn E. coli'de klonlanmasinin miimkiin oldugu
gosterilmistir. Spesifik mutasyonlarla 154 pm (pikometre) uzunlugunda oldugu
bilinen insan eritrosit glutatyon reditktazimin geometrik yapisi aragtirilmaktadir.,
Homodimerik enzimin alt initeleri, Cys90-Cys90' disiilfit kopriileriyle gapraz
baglanmaktadir. Her alt iinite, bir esnek N-terminal ug (1-18. yan gruplar); FAD
baglanma bolgesi (19-157), NADPH bolgesi (158-293), merkez bolge (294-264)
ve alt nite ara yiizey bolge gibi kaynag: bilinen dort yapisal bolge icermektedir
(sekil 2.5). Her iki alt tniteden yan gruplarin olusturdugu substrat (GSSG)
baglanma bolgesi ve katalitik bolge olmadan glutatyon reditktaz enzim
aktivitesinin olanaksiz oldugu goriilmektedir [28].

E. colideki dimerik glutatyon reditktaz enziminin ara yiizey (interface)
bolgesi, proteinin her bir alt unitesinde bulunan diger i¢ bolge (NADPH
baglanma bolgesi, FAD baglanma bélgesi, Merkez bolge) ile gevrelenmektedir. E.
coli'de ara yiizey bolgesini kodlayan altgenlerin ti¢ formu ifade edilmektedir [29].
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Substrat Baglanma r;l/ /S

FAD Bolgesi

Sekil 2.5. Insan glutatyon rediiktaz enziminin 2 katlanma ekseniyle birlikte

gosterilmig molekiil yapisi

Homodimerik bir enzim olan glutatyon rediiktaz ilging bir ornek teskil
etmektedir. Insan GSSGr ve homologu E. coli enzimlerinin kristalografik
caligmalari, dort iyi belirlenmis bolgeden (bir FAD baglanma bolgesi ve bir
NADPH baglanma bolgesini takip eden daha kiigiik merkez bolge ve bir ara ytizey
bolgesi) meydana gelen her bir alt iiniteyi ortaya ¢ikarmustir. iki aynt aktif bolge,
iki ara yuizeyin ortasindaki iki katlanma ekseninde lokalize olmakta ve her iki alt
bolgenin yardimiyla amino asit yan gruplarindan meydana gelmektedir. Alt Gnite
ara ytizeyi, bir oyuk tarafindan ayrilmig ve farkli yapida olan iki ayr1 boliimii
kapsamaktadir. Ilk (iistteki) kisim; gok kat: (biikiilmez) ve enzimin en iyi korunan
bolgesi olan ara yiizey (bélge) tarafindan olugturulmaktadir. ikinci (alttaki) kistm;
daha az korunan ve molekiiliin daha fazla biikiilebilen kism1 olan FAD baglanma
bolgesinin yukariya geniglemesiyle meydana gelmektedir [29].

Rediikte glutatyonun rejenerasyonu, 50 kDa.'luk alt iinite ¢iftiyle glutatyon
rediktaz tarafindan Kkatalizlenmektedir. Elektronlar, NADPH'dan okside
glutatyondaki disiilfit baglarina dogrudan transfer olmamaktadir. Daha ¢ok;
elektronlar 6nce NADPH'dan siki bagli flavin adenin diniikleotid (FAD)'e, daha
sonra alt Unitedeki iki sistein yan grubu arasindaki disiilfit kopriisiine transfer

olmakta ve glutatyonun okside olmastyla sonuglanmaktadir. Her alt iinite g
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yapisal bolge; bir FAD baglanma bolgesi, bir NADPH baglanma bolgesi ve bir
ara yizey bolgesini igermektedir. Birbirlerine benzeyen FAD ve NADP"
bolgelerinin diger dehidrojenazlardaki gibi niikleotid baglanma bolgeleriyle aym
oldugu goriilmektedir. FAD ve NADP+, herbiri digerine yakin gevrelenmis
nikotinamid ve izoalloksazinleriyle, uzayan bir formda baglanmaktadir. Okside
glutatyonun baglanma bolgesinin, bir alt tnitenin FAD bolgesi ve diger alt
iinitenin ara yiizey bolgesi tarafindan olusturulmasinin ilging oldugu
dusiiniilmektedir [30].

E. coli ve bitkilerdeki glutatyon rediiktazlar floavoproteinlerdir. Flavin,
mild asit hidroliziyle ayrilabilmekte ve flavin adenine diniikleotid eklenmesiyle
apoenzim tam aktivitesini geri kazanmaktadir. Flavin mononiikleotid ve riboflavin
inaktiftir ve riboflavin ayn: sekilde inhibe olabilmektedir [24].

2.5.3 Glutatyon Rediiktaz Enziminin Metabolik Fonksiyonlar:

Glutatyon rediiktaz,

NADPH + GSSG + H" -S4t ), NADP' +2GSH

reaksiyonunu  katalizlemektedir.  Ozellikle, deoksiriboniikleotidlerin
tiretilmesi ve oksidatif stresin kontroliinde gok 6nemli rol oynamaktadir [28,31-
36].

Glutatyon rediiktazin fonksiyonu, okside glutatyonu rediikleyerek
GSSG:GSH oranimt dengede tutmaktir. GSH'1n normal fizyolojik sartlar altinda,
GSSG:GSH oramindaki bir azalmayla, sabit (yiiksek oranda) tutulmasi
gerekmektedir. Bu glutatyon reditktazin GSH rettigi reaksiyonla saglanir [37].

Normal kosullar altinda glutatyon, rediikte formda bulunmaktadir.
GSH'nin oksidasyonu hem non enzimatik olarak hem de glutatyon peroksidazin
aktivasyonu ile okside glutatyonu (GSSG) olusturmaktadir [33,38-40]. Daha sonra
bu molekiil (GSSG) pentoz fosfat yolunda sentezlenen NADPH'lar kullanilarak
glutatyon rediiktazla rediiklenmekte ve GSSG'nin intraselliiler konsantrasyonunun
en disiik diizeyde tutulmasi saglanmaktadir. [33]

Glutatyon rediiktaz, GSSG'nin NADPH ile hemen hemen geriye

doniigimsiiz olan rediiksiyonunu katalizlemektedir. Bu nedenle enzimin
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metabolik fonksiyonlari onun iiriinii olan GSH ile es anlamli tutulmaktadir.
Glutatyon, hiicrede daha ¢ok thiol-disiilfit halindedir ve normal sartlarda
GSH:GSSG oram 20'ye 1 olarak bulunmaktadir. Rediiktaz reaksiyon dengesinde
GSH:GSSG oram ¢ok yiiksek oldugu igin, enzim seviyesi veya NADPH varligiyla
sinirh1 olan GSSG rediiksiyonu sona erdirilebilmektedir [41].

GSH iki reaksiyon tipinde kullamiimaktadir. Birincisi; GSH peroksidaz ve
transhidrojenaz grubu enzimleri (GSH-homosistin oksidorediiktaz, GSH-protein
distilfit oksidorediiktaz, GSH-CoASSG (glutatyon koenzim A) oksidorediiktaz ve
GSH-sistin  oksidorediiktaz) igin susbtrat olarak kullamilmasidir. Bu
transhidrojenazlardan en gok c¢alisilani, GSH-protein distilfit oksidorediiktaz yada
daha iyi bilinen adiyla Glutatyon-insiilin transhidrojenazdir. Bu enzim ilk
basamakta insiilinin yikiminu kataliziemektedir. Bu reaksiyonun trtinlerinden biri
olan fenil alanin bir glutatyon rediiktaz inhibitoriidir. Bu triinler 6nemli bir
fizyolojik feedback mekanizmasi olsa bile tam olarak tanimlanamamaktadir.
Transhidrojenaz yalmizca onun substarati olan  GSH'in varliginda thiol
inhibitorlerine duyarli oldugu igin reaktif bir disilfit veya maskelenmis bir thiol
icermektedir [41].

Ikincisi; enzimsel olmayan GSH fonksiyonlari, kangik disilfitlere
oksitlenmis olan protein thiollerinin rediiksiyonunda kullamilmaktadir. Bazi
durumlarda bu ikinci GSH fonksiyonunda inaktif enzimler aktif enzimlerden
birine veya tersi duruma doniigmekte ve boylece bir metabolik kontrol yolu olarak
gahigabilmektedir. Bu dnemli durumun 6mekleri glikojen sentetaz D ve fruktoz-
1,6-difosfatazdir. Glikojen sentetaz'm D formu, glukoz-6-fosfatn varligt
tizerindeki aktiviteye bagli bulunmaktadir. Glikojen sentetaz'in D formu GSSG
tarafindan inaktive, GSH tarafindan da aktive edilmektedir. GSSG ve enzim
thiolleri arasindaki meydana gelen disiilfit olusumu, glikojen sentetazin enzim
aktivitesinde bir azalmaya neden olmaktadir [41].

Glutatyon tlizerine yeni bir aragtirma, bu peptit'in ortaya ¢ikan birgok
fonksiyonunu rapor etmektedir. Birka¢ ©Onemli potansiyel etkisi, diamide
[(CH3);NCON=NCON(CH3);] adindaki oksitleyici ajan ile bozulan GSH-GSSG
dengesinin sonuglarinin gézlenmesiyle anlasilmigtir. Bunlar; sinir iletimini,

membran biitinliigiinii ve protein sentezini igine almaktadir. Baglica hemolitik
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hastalik durumlan ve glutatyon rediiktaz eksikligi arasindaki olast bir baglant:
ileri stirilmektedir. Buradaki sartlar, digiik bir GSH:GSSG oramyla veya 6rnegin
ilag tarafindan bir kargt koymadan sonra, normal GSH:GSSG oranmnin
diizenlenmesindeki yetersizlikle tammlanmaktadir. Hemen hemen tiim bu
durumlarda, bir NADPH yokluguna ek olarak diisiik glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
veya riboflavin eksikligini GSH eksikligi takip etmektedir [41].

GSH, protein katlanmas:1 esnasinda yanlig gekillenen disiilfitlerin yeniden
diizenlenmesinde katalitik bir rol oynamaktadir. Bu reaksiyon bir mikrozomal
enzim olan protein disilfit izomeraz tarafindan katalizlenmektedir. GSH
enzimdeki bir thiol grubunu maskelemeyip bu thiol grup isomerizasyonu
katalizlemektedir [41].

Disiilfit substartlarina karst Glutatyon rediiktaz spesifikligi iizerinde
durulmaktadir. Fakat glutatyon rediiktazin dier piridin niikleotid-disilfit
oksidorediiktazlarin substratlarina kargi aktif olmadig1 saptanmigtir. Glutatyon
rediiktazin karisik distilfitlerden (glutatyon veya y-glutamil sistein) olusan bir gesit
rediksiyonu katalizleyebilmesinden dolay:r bu enzimin substrat spesifikliginin
fazla olmadig1 baz1 bilim adamlari tarafindan belirtilmistir. Glutatyon rediiktaz, bu
aktivite ile transhidrojenazlarinkini ayirt etmede 6nemli rol oynamaktadir. Rat
karaciger supernatantinda glutatyon rediiktazin G-S-S-CoA'nin NADPH-bagimli
rediiksiyonunu katalizledigi belirgin bir sekilde ortaya g¢ikarlmistir. Bununla
birlikte mayada bu reaksiyonu katalizleyen farkli bir enzimi gosteren baz1 deliller
de bulunmaktadir [41].

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksid (H;O0;) ve yag asitleri
hidroperoksitleri (R-OOH) kargisinda indirgenmis glutatyonu (GSH), okside
glutatyona (GSSG) oksitlemekte ve H,0,'yi de suya gevirmektedir [42-44].

2GSH + H;0, 92982 o 68 G + H,0

2GSH + (R-OOH) S-peroksidez | 39SG + R-OH + H,0
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Oksitlenmis glutatyon da tekrar glutatyon rediiktaz tarafindan

indirgenmige ¢evrilmektedir.

GSSG +NADPH + H" S~ 5GSH + NADP*

Bu enzim, eritrositlerde bulunmugtur. Buradaki GSH'in 6nemi, H,0, ve
hidroperoksitlerin glutatyon peroksidaz tarafindan oksitlendikleri sirada zarm
lipidlerini ve hiicre i¢i hemoglobini korumasidir [34-36,42].

Bir flavoprotein yapisinda olan glutatyon reditktaz enzimi bu tepkimeyi
katalizlerken kofaktor olarak NADPH kullamimaktadir. Bu tepkime igin gerekli
olan NADPH, heksoz monofosfat yolunun ilk kademelerini olusturan glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimlerinin aktivasyonu ile
saglanmaktadir [33].

2.5.4 Glutatyon Rediiktaz Enziminin Canlilardaki Onemi

Glutatyon reditktaz enzimi okside glutatyonu redikte glutatyona
doniistiirerek hiicrenin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [15]. Glutatyon
reditktaz; bakterilerde, mayalarda, bezelyede, bugdayda, gesitli bitkilerde, hemen
hemen tiim hayvansal dokularda, eritrositlerde, plateletlerde, insan serumunda ve
diger tiim havyan tiirlerinde bulunmaktadir [24].

Glutatyon rediiktaz enziminin fonksiyonu, hiicre igindeki GSH" yiiksek
diizeyde tutmaktir. Ayrica, hiicre bolinme siklusunda ve hiicre iginde olusacak
streslere karst adaptasyonda oldugu gibi diger gorevleri de bulunmaktadir [33].

Hint hardali adi verilen Brassica juncea'nm sitozol ve plastidlerinde
bulunan bir bakteri glutatyon rediikktazin afir metal birikimi ve toleransinda
enzimin 6nemi belirtilmigtir [23].

Insanlarda hiicreler arasi oksidatif strese karg1 savunma merkezi, glutatyon
rediktaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerini igine alan glutatyon redoks
dongiisiidiir. Flavo enzim glutatyon rediiktaz, rediikte glutatyon seviyesini yiiksek
tutmak igin okside glutatyonun NADPH bagimli geriye doniigimiini
katalizlemektedir [45,46].



17

Glutatyon rediiktazin artan aktivitesi, bocekler igin yararlt olan
antioksidant savunma mekanizmasinin dayamkhiligim gostermektedir [47].
Glutatyon da antioksidant sistemin 6nemli bir pargasint teskil etmektedir [48].

Insan eritrositinin onemli rediikleyici giiciinii yenilemesinde glutatyon
reditktaz 6nem kazanmaktadir [49]. Eritrositte, hemoglobinin Fe durumunda
kalmasim saglayan, glutatyona bagli, giicli bir rediiktaz (glutatyon rediiktaz)
bulunmaktadir. Siilfonamitler ve diger baz1 ilaglar gibi yiikseltgeyici olan gesitli
bilesikler hemoglobinin (Fe'?), methemoglobine (Fe™) yiikseltgenmesini
saglamaktadirlar. Methemoglobin, O,'den ¢ok HO'yu baglamakta ve hiicre
icindeki bazi indirgeyici ajanlar ile tekrar hemoglobine indirgemektedir. Bu tir
bilegiklerden biri glutatyon dur (GSH); GSH, glutatyon rediiktazin etkisi ile
yeniden ortaya ¢ikmaktadir [50]. Bu islem, glukozun pentoz fosfat yolunda
yiikseltgenmesine bagimli olmaktadir. Glutatyon, alyuvar zarindaki yag asitlerinin
ve proteinlerin yiikseltgenmesini de 6nlemektedir [50,51].

Radyasyon ve kemoterapotik ilaglar1 igeren gesitli ajanlarin
sitotoksisitesinden hiicrelerin korunmasinda rediikte glutatyonun (GSH) roliiniin
onemli oldugu cesitli aragtirmacilar tarafindan ileri siirilmagtir. GSH'in serbest
radikallerin direkt olarak inaktivasyonunda ve radyasyon tarafindan olusturulan
DNA bozuklugunun giderilmesinde rol oynadig: gosterilmektedir [33,52,53].

GSH''n karacigerdeki milimolar diizeydeki varligi; toksisiteye karsi
hiicrelerin detoksifikasyonunda ve hepatik ilag mekanizmasinda 6nemli rol
oynadigin1 gostermistir. H,O, gibi reaktif oksijen tiirlerinin varhiginda GSH,
glutatyon peroksidaz tarafindan GSSG'a oksitlenmekte ve sonugta olugan GSSG,
ya sonradan ortaya ¢ikan glutatyon rediiktaz tarafindan GSH'a rediiklenmekte

yada hepatositlerden viicut digina atilabilmektedir [54].
2.5.5 Glutatyon Rediiktaz Enziminin Diger Maddelerle Etkilesimi

Hg'? ve Cu'® gibi belli metal iyonlar1 ve thiol inhibitérleri enzim
aktivitesini inhibe edebilmektedir. Diyalizle apoenzim hazirlandiginda aktivite
kaybolmaktadir, fakat 50 uM-FAD eklenmesiyle orjinal aktivitenin % 40'1nin geri

kazamldig1 gorilmektedir. Enzim reaksiyonunun ilerlemesi dallanmig bir
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mekanizma yoluyla meydana gelmektedir. C. reinhardtii'nin glutatyon rediiktaz
aktivitesinin 1spanak ve euglena glutatyon rediiktazlarina karsi olusturulan
antibadilerle sirastyla % 50 ve % 90 inhibe edildigi goriilmiistiir. Her iki antibadi
immunoblot analizlerinde C. reinhardtii glutatyon rediiktazi ile gapraz tepkime
vermektedir [9].

Insan glutatyon rediiktazinin dimerizasyon inhibitorleri olan Antimalarial
ajanlar, enzimin 446 ve 447. Yan gruplarin1 mutasyona ugratabilmektedirler [28].

Glutatyon rediiktaz'in L1210 (murine l6kemia hiicreleri) hiicrelerindeki
inhibisyonunun, BCNU (1,3-Bis(2-Chloroethyl)-1-nitrosourea) konsantrasyonuna
ve ortaya ¢ikma zamanma bagli oldugu gorilmektedir. Glutatyon rediiktaz
aktivitesi 1,6 + 0,2 uM BCNU ile % 50, 10 uM BCNU ile tamamen inhibe
edilebilmektedir. 10 uM BCNU eklenmesiyle 7 dakika iginde hiicrelerin glutatyon
rediiktaz ativitesinin % 50'sinin kayboldugu gozlenmistir. [7].

Maya glutatyon rediiktazi, affinite parmak izi metoduyla proteinlerine
ligand baglanmas iizerindeki yeni bir ¢aligmada, model protein ilag hedeflerinden
biri olarak kullanilmaktadir. Bu galigmada kimyasal ailesinin bir gesidinde stki
baglanan inhibitérlerden biri tanimlanmakta fakat heniiz onlarin hareket modelleri
bulunamamaktadir. Ciinkii maya glutatyon rediiktaz ve insan glutatyon rediiktaz
%48 homolog dur. Insan glutatyon rediktazinin inhibitorleri olarak maya
glutatyon rediiktaz inhibitorlerinin bazilar1 test edilip inhibisyonun farkli
modelleri ortaya konulamanugtir [46].

Bir non-kompetitif inhibitér olan XAN (6-hidroksi-3-oxo-3H-ksantin-9-
propiyonik asit) ile insan glutatyon rediiktazi etkilesimi sirasinda aralarinda
karmagik kristal bir yap1 meydana geldigi belirlenmistir. Bu yapinin, enzimin ara
ylizeyinde bilyiik bir boslukta XAN bag: oldugu ve enzimin glutatyon baglanma
bdlgesini kismen kaplamadig anlagilmaktadir. Bu inhibit6r baglanmanin enzimde

biyiik capta lokal yapisal degisimlere neden oldugu gosterilmistir [46].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Deneylerde Kullamlan Canhlarin SaglanmaSI ve Laboratuvarda

Yetistirilmesi

Deneylerde kullandigimiz Gammarus pulex’ler Porsuk nehrinden (Eskisehir,
Regiilator civari) toplanmig ve Anadolu Universitesi Teknoloji Aragtirma Parki
Biyoloji Laboratuvarina getirilmigtir. Gammarus pulex igin su sicakhign (12°C * 1),
tiim testler i¢in benzerdir.

Gammarus pulex’ler dogal ortamlarindan alian su ve toprakla hazirlanmig
akvaryumlarda, uygun sicakbk (10-12 °C) ve hava akimi verilerek laboratuvar
sartlarina aligmalar1 saglanmigtir. Canlilar, ortamlarindan alinan topraktaki ve
disaridan verilen organik besinlerle beslenmiglerdir. Canlilara 20-25 giinde bir defa
organik besin (kaynamig yumurta sarist) verilmigtir.

Deneylerde 5-8 mm arasi canhilar kullanilmis ve deney igin ayrilanlar 11t.’lik
akvaryumlarda deney kogullarina tabi tutulmustur. Canhlara deneyden once besin
verilmemigtir. Deney siiresince her giin 15 dakika canlilarin hareketli kisimlart

izlenmis ve hareketsiz olanlar deneye alinmamustir.
3.2 Deneylerde Kullanilan Metal Cizeltileri

Hazirlanan stok kursun ¢ozeltisi, kursun asetat seklinde distile suda goziilerek
kullanilmustir. Stok ¢ozelti; 0,1 mg/ml hazirlanmig ve ECso degerleri uygulanmigtir.
Bakir, magnezyum ve ¢inko igeren ¢ozeltiler ise bakir kloriir, magnezyum klorir ve
¢inko kloriir geklinde deiyonize suda g¢ozilerek hazirlanmig ve deneylerde

kullanilmigtar.
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3.3 Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivite Tayini
3.3.1 Homojenatin Hazirlanmasi

Deney igin uygun gorilen (5-8 mm arast) Gammarus pulex’lerden 1 tanesi
500 ul potasyum fosfat tamponunda (0.2 mM EDTA’h, pH:7.2), buz iginde
Janke&Kunkel Ultra-Turrax T25 homojenizatérde 8000-9500 devir/dakika (rpm)’da
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat Heraeus Sepatec Biofuge 20 RS
sogutmalt santriftijde 20000 rpm de 15 dakika 0°C’de santrifiij edilmistir. Glutatyon
rediiktaz aktivitesi igin enzim kaynag1 olarak bu agamada elde edilen siipernatantlar

kullanilmusgtr.
3.3.2 Aktivite Tayini

Glutatyon reditktaz, GSSG (glutatyon disilfid)in NADPH-bagiml
rediiksiyonunu glutatyon (GSH)'a katalizleyen bir flavoproteindir.

NADPH + H' + GSSG -2=42 _, NADP + 2GSH

Reaksiyon, glutatyon seviyesine bakmak igin gerekli olmaktadir. Glutatyon,
oksidasyon-rediiksiyon proseslerinde, detoksifikasyonda ve diger bazi o6nemli
hiicresel fonksiyonlarda bir rediiktant olarak rol oynamaktadir. Glutatyon rediiktaz
farkli organizmalarin bir kismindan da izole edilmigtir [42].
Cozeltiler:
KoPO4 (Potasyum fosfat) tamponu 0,2 M pH: 7.0 (2mM EDTA icinde)
NADPH, 2mM (10mM Tris-HCl iginde pH: 7.0)
GSSG (Okside glutatyon), 20mM distile suda
Detyonize su

2 ml'lik kiivete 1 ml fosfat tamponu (30 °C'de), 100ul NADPH, 100ul GSSG
ve toplam 2ml olacak sekilde deiyonize' su ile tamamlanmigtir. Reaksiyon, kiivete 200
pl enzim eklenmesiyle baslamis ve 30 °C'de 340 nm dalga boylu spektrofotometrede

enzim aktivitesine bakilmistir. Enzim aktivitesi absorbansdaki azalmaya bagh olarak

g
«@@«‘@%m@“

wo™



21

izlenmisti. NADPH'in oksidasyonu spektrofotometrede 340 nm'de izlenmektedir
[42].

Enzim Unitesi: 1 inite glutatyon rediiktaz aktivitesi; 1 dakikada 1 mikromol
NADPH" rediikleyen enzim miktandir.

Kor Tapii: Reaksiyon Tiipii:

1,2 ml Fosfat Tamponu 1 ml Fosfat Tamponu

0,1 ml NADPH 0,1 ml NADPH

0,1 GSSG 0,1 ml GSSG

0,6 ml Deiyonize su 0.6 ml Deiyonize su
*0,2 ml Enzim

3.3.3 Protein Miktarmin Tayinleri

Lowry'e gore (1955), bovin serum albiimin (BSA) standart alinarak Sigma
(PO 5656) mikro protein tayin kiti ile protein miktar belirlenmigtir.

3.4 Glutatyon Rediiktaz-Kursun Etkilesimi (in vivo)

3.4.1 Kursun ile Muamele Edilmis Gammarus pulex'de Glutatyon Rediiktaz

Aktivitesinin Zamana Gore Degisiminin Incelenmesi

Kutlu (1996)'ya gore kursunun [ECsg] konsantrasyonu 4, 8, 16, 32, 64 ve 96
saatlik deney gruplar1 seklinde uygulanmigtir. Her deney grubunda 10 'ar canh
kullanilmugtir. Uygulanan zaman periyotlar1 sonucunda sag kalan canlilar ve 6lenler
saytlarak tespit edilmistir. Canli kalanlar deneyde kullanilarak glutatyon rediiktaz

aktivitesinin zamana gore degigimi incelenmistir.



22

3.5 Gammarus pulex Glutatyon Rediiktazinin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Saptanmasi
3.5.1 Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

Glutatyon rediiktaz aktivite tayininde kullamlan potasyum fosfat tamponlary, 1
M sodyum hidroksit (NaOH) ve 1 M hidroklorik asit eklenerek pH'lari 5.0, 6.5, 7.0,
72, 8.0, 9.0 'a ayarlanarak deneylerde kullanilmis ve enzimin optimum pH'si

belirlenmistir.
3.5.2 GSSGr Aktivitesinin Kinetik Analizi

Gammarus pulex glutatyon reditktazinin Ky, degerini belirtmek amaciyla farkl
susbtrat konsantrasyonlarina karsi enzimin hizi lgiilmiis Michaelis-Menten ve Line

Weaver Burke grafiginde gosterilerek Ky, degeri tespit edilmistir.
3.5.3 Gammarus pulex GSSGr Aktivitesi Uzerine Cu*? Iyonlarinin Etkisi

Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesi tizerine Cu*? iyonlarmin etkisi
arastirihirken, kontrol grubuna karsi Gammarus pulex GSSGr'min Cu®a duyarhihig
kargilagtirilmali olarak saptanmigtr. CuCly'nin 1pM, 10uM, 50 uM, 100uM ve
500uM konsantrasyonlar1 homojenata eklenerek aktivite iizerindeki etkilerine
bakilmugtir,

3.5.4 Gammarus pulex GSSGr Aktivitesi Uzerine Mg*? Iyonlarmin Etkisi
Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesi lizerine Mg** iyonlarinin etkisi

aragtirtlirken, kontrol grubuna karst Gammarus pulex GSSGr'inin Mg'*a duyarlilig:
kargilagtirilmal1 olarak saptanmustir. MgCly'nin 1pM, 10uM, 50 uM, 100uM ve
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500uM konsantrasyonlart homojenata eklenerek aktivite iizerindeki etkilerine

bakilmugtir.
3.5.5 Gammarus pulex GSSGr Aktivitesi Uzerine Zn*? iyonlarinin Etkisi

Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesi ‘tizerine Zn** iyonlarimin etkisi
arastirilirken, kontrol grubuna kars1 Gammarus pulex GSSGr'imn Zn™a duyarliig
kargilagtirtlmali olarak saptanmigtir. ZnCl'nin 1uM, 10uM, 50 pM, 100uM ve
500uM konsantrasyonlar: homojenata eklenerek aktivite iizerindeki etkilerine
bakilmugtir.

3.5.6 EDTA'ya Duyarhhk Acqsindan Gammarus pulex GSSGr Enzim

Aktivitesinin incelenmesi

Gammarus pulex GSSGr enziminin EDTA'ya duyarlilik agisindan enzim
aktivitesi incelenirken 100uM, 200uM ve 300 uM arast EDTA konsantrasyonlart
uygulanmig, aktivite izerine etkisi Gammarus pulex'de kontrol grubu ile

karsilagtirilarak saptanmagtir.

3.6 GSSGr Enzim Piirifikasyonu

3.6.1 Jel Filtrasyon Yontemiyle GSSGr Enziminin Piirifikasyonu

Tium tamponlar 1 mM EDTA igermektedir.

1. Basamak (Sitozol Fraksiyonlarimin Preparasyonu): Gammarus pulex'ler (5g) buz
igerisinde 0.25 M siikrozda (6-7 ml/g) homojenize edilmigtir. Homojenat 7000
g'de 60 dakika santrifiijlenir. Siipernatant 0.2 M asetik asit eklenerek 5.3'e

ayarlanmig ve 15.000 g'de 40 dakika santrifiijlenmigtir. Siipernatant'a 1 M Tris-
base eklenerek pH 7.4'e ayarlanir. 0,25 M siikroz'da A %20 (W/w) homojenati
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daha ileride pirifikasyon basamaklari igin baglangig materyali olarak
kullamlmigtir,.  PMSF (phenylymethanesulfonyl-fluoride) veya FAD ilave
edilmemisgtir.

2. Basamak (CM (carboxymethyl) Seliloz'da Kromotografi): Siipernatant
fraksiyonu Sephadex G-25 (1.4 x 8 cm: 10 mM fosfat pH: 6.1)'den gegtikten
sonra, ayni tampon iginde CM-seliiloz siitununa konmugtur. pH: 6.1 10 mM fosfat
igindeki eliisyon, NaCl'in lineer konsantrasyon gradienti (0,2 M - 0) ile muamele
edilmistir.

3. Basamak (Sephadex G-75'de Kromotografi): 2. Basamakta elde edilen materyal
30 ml'den az olacak sekilde ultrafiltrasyonla konsantre edilmig ve 10 mM pH: 6.7
sodyum fosfat ile dengelenmis sephadex G-75 kolonuna (1.4 x 8 cm) konmustur.

Bu jel filtrasyonu, diger glutatyon-bagimli enzimlerden glutatyon
rediiktaz't ayirmaktadir. Bu safhada glutatyon rediiktaz dondurulabilmekte ve 7
ay saklanabilmektedir.

4. Basamak (2', 5-ADP Sepharose'da Kromotografi): 3. Basamakta elde edilen
materyal, affinite kolonuna konulmadan o6nce solid (katr) amonyum siilfat
(4gr/10ml) eklenmesiyle konsantre edilmis, santrifijlenmis ve yaklasik 5 ml pH:
7.5 50mM potasyum fosfat iginde bozulmustur.

Bu bozulan presipitat; pH: 7.5 50 mM potasyum fosfat (0,1 mM DTE
(dithioerythritol) i¢inde)ile dengelenmis 2', 5'-ADP Sepharose (1.4 x 8 cm)'a
konmusg. Kolon yikanmugtir ve elue edilmistir.

5. Basamak (Sephacryl S-200'de Kromotografi): 4. Basamakta (konsantrasyondan
sonra) elde edilen fraksiyon 0,1 M KCI igeren pH: 7.5 50mM fosfatta sephacryl
S-200 kolonu (1.4 x 8 cm) i¢inde yiiriitGlmustir.

6. Basamak (2', 5'-ADP Sepharose II'de Kromotografi): 5. Basamakta elde edilen
materyal ikinci bir 2', 5'-ADP Sepharose kolonuna (1.4 x 8 cm) konmus, tekrar
dengelenmis, yikanmug ve elue edilmigtir. Bu durumda toplam gradient miktart 2
ml'dir [42].

Bu agamada elde edilen protein SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde
yurtitillerek elde edilen bantlardan molekiil agirhg: hesaplanabilmistir.

Ry

NI
ik 10
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3.6.2 Fiber Polimerlerle Gammarus pulex GSSGr Enziminin Affinite

Etkilesimleri

1) Gammarus pulex'lerden 2'ser gram alinip farkhi 3 tiipte 6,64 ml potasyum fosfat
tamponu (pH: 7) igcinde, 8000 devirde homojenize edilmistir.

2) Elde edilen homojenat 20.000 rpm'de + 4 °C'de 10 dakika santrifiij edilmigtir.

Stipernatant kisim alinip farkls 2 tiipteki toplam protein miktarlarina ve GSSGr enzim

aktivitesine bakilmigtir.

3) 2 farkli siipernatant + 4 °C'de 1 gece galkama iglemi yapilmak suretiyle 2 farklt
tiipte Cibacron Blue F3GA takil fiber polimer ve Alizarin takih P(HEMA) mikro
kiirelerle [55] muamele edilmistir.

4) Daha sonra fiberler tiiplerden alinarak potasyum fosfat tamponuyla yikanmistir.
Fiberler alindiktan sonra supernatanttaki protein miktarlarina bakilmigtir.

5) Potasyum fosfat tamponuyla yikanan fiberler farkli tiiplerde 6,64 ml 1 M KCl ile
+4 °C'de 1 gece muamele edilmistir.

6) Bu islemle meydana gelen desorbsiyondan sonraki tiiplerde bulunan protein

miktarlarina ve GSSGr enzim aktivitesine bakilmustir.

3.7 Gammarus pulex GSSGr Enziminin SDS-PAGE Kullanilarak Molekiiler

Agirhgmin Saptanmasi

3.7.1 Elektroforez igin Gerekli Malzemelerin Hazirlanmas:

% 30 Akrilamid Mix:
9 g akrilamid, 0,24 g bisakrilamid tartilip, 30 ml'ye distile su ile tamamlanmus-

tir.

%10 SDS:
10 g SDS (Sodyum Dodesilsiilfat) 100 ml' ye distile su ile tamamlanmustir.
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1,5 M Tris (pH: 8.8):
9.075 g tris 50 ml'ye distile suyla tamamlanip, pH's: 5 M HCl ile pH: 8.8'

ayarlanmugtir.

1 M Tris (pH:6.8):
6,055 g tris 50'ml'ye distile suyla tamamlanip, pH's1 5 M HCI ile pH: 6.8'

ayarlanmigtir.

%10 Amonyum Persiilfat:
1 g AMP (Amonyum Persiiifat) 10 ml'ye distile su ile tamamlanmigtir.

TEMED:
Hazir bulunan TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine)
kullanitmugtir,

Running Buffer (10x 500 ml igin):

72 gr Glycin

% 10'luk SDS'den 25 ml

15,15 gr Tris-base

500 ml'ye distile su ile tamamlanmigtir. Bu miktarlar fazla oldugu i¢in 100
ml'lik hazirfanmugtir. Jel yuritiliirken elektroforez tankina 1x running buffer
konuldugu igin 100 ml 10x hazirlanmig ve running buffer'a 900 ml distile su eklenip
1x 1 litre running buffer elde edilmistir.
pH : yaklagik 8.4 olmaktadir. Istenilen pH ise 8.3-8.4 arasidir.

Fiksatif Soliisyon:
Methanol 50 ml
Glacial acetic acid 75 ml
Su 530 ml
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Boyama Soliisyonu:
1.25 g Brilliant Blue R (Coomassie Brilliant Blue R) tartilmis ve 500 ml

fiksatif soliisyonunda ¢oziilmisgtiir.
Destaining Buffer:

50 ml Methanol, 75 ml Glacial Acetic acid kanigtirilip iizerine 875 ml distile

su eklenmistir. Toplam hacim 1 It olmaktadir.

Sample Buffer(2x SDS jel loading):

10 ml hazirlamak igin:
Stok: Final: Alinacak Miktar:
1 M Tris-base (pH: 6.8 M= 121.1) 100 mM 1 ml
1 MDTT (M= 154.2) 200 mM 2 ml
%20 SDS %4 SDS 2 ml
Brilliant Blue % 0,2 Bir igne ucu kadar
Glycerol % 100 % 20 2 ml

Hepsi 10 ml'ye distile su ile tamamlanmugtur.

3.7.2 Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

Yurime jeli olarak %10'uk ve %I12'lik konsantrasyonlarda iki jel tipi
denenmistir.
%10'luk 10 ml Yiiriime jelinin hazirlanmas:;
H;O 4.0 ml
%30 Akrilamid Mix 3.3 ml
1.5 M Tris (pH: 8.8) 2.5 ml

%10 SDS 0.1 ml
%10 Amonyum 0.1 ml
persiilfat

TEMED 0.004 ml



%12'lik 10 ml Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi:

H;O 3.3 ml
%30 Akrilamid Mix  4ml
1.5 M Tris (pH: 8.8) 2.5 ml

%10SDS 0.1ml

%10 Amonyum 0.1 ml

persiilfat

TEMED 0.004 ml

%5'lik 3 ml Yiikleme jelinin hazirlanmas:;
H,O 2.1ml

%30 Akrilamid Mix 0.5 ml
1.0 M Tris (pH: 6.8) 0.38 ml

%10 SDS 0.03 ml
%10 Amonyum 0.03 ml
persiilfat

TEMED 0.003 ml

Elektroforez Jel'inin Dokiilmesi:
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Hazirlanan %12 'lik yiiriitme jeli 5 ml'lik pipetor ile elektroforez camlari

arasina yavag¢a ve hava kabarcigi kalmamasina dikkat ederek dokilmiistir. Jel'in

yiizeyinin diizgiin olmasim saglamak igin pastor pipetiyle suyla doyurulmusg biitanol,

jel yiizeyine damlatilmaktadir. Yaklagik 15-20 dakika sonra jel donmakta ve jel

yiizeyindeki biitanol kurutma kagidi vasitasiyla gekilmektedir.

%5'lik yiikleme jel'i hazirlanmig ve ikinci jel iizerine dokulmistiir. Taraklar

konulurken jel'in tasmasim onlemek igin yukaridan gerekli bosluk birakilmigtir.

Taraklar yiikleme jel'ine yerlestirilmistir. Yaklagik 15-20 dakika sonra donan jel’den

taraklar ¢ikarilmis ve olusan kuyucuklar Hamilton gyiringa yardimiyla 1X running

buffer ile yikanmigtir. Bu islemden sonra kuyucuklar yiklemeye hazir hale gelmistir.
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3.7.3 Jel'de Yiiriitmek Uzere Protein Orneklerinin Hazirlanmas:

Elimizdeki protein 6rnekleri bire bir sample buffer (6rnek tamponu) ile
kanigtinilds. Marker'lar (Siir Albumini; 66 kda., Yumurta Albumini; 45 kda., Pepsin;
34.7 kda., Tripsinojen; 24 kda., Lizozim; 14.3 kda.) prosediirleri geregi 10 ul alinarak
kullamldi1. Marker ve 6rnekler ependorf tiipleri iginde 100 °C'lik su banyosunda 2-2.5
dakika bekletildi (proteinleri denatiire etmek igin). Bu islemden sonra ependorflarda
toplanan su buharimi toplamak i¢in 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Jel'deki kuyucuklara her 6rnekten 10'ar pl konulmugtur.

3.7.4 Elektroforez Asamalan

Protein 6mekleri yiiklendikten sonra jel, elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Tankin i¢i yaklagik 1 litre 1X running buffer ile doldurulmus ve kapag: kapatilmustir.

Gii¢ kaynag:, ilkk agsamada ornekler yiikleme jelini gegene kadar 80 volt'a
ayarlanmigtir. Ornekler yiikleme jel'ini gegtikten sonra giig 120 volt'a yiikseltilmis ve
ornekler jel sonuna gelene kadar bu voltaj uygulanmigtir.

Ornekler jel'in sonuna geldiginde gii¢ kaynag: kapatilmig ve kapak agilip jel'in
bulundugu kisim gikarilmugtir.

3.7.5 Jel'in Boyanmasi

Jel, yavagca iki cam arasindan ¢ikarilmistir. Bu islem sirasinda eldivenler tank
igindeki running buffer ile yikanmugtir. Jel, dikkatlice boyama kabina yerlestirilmis ve
boya solusyonu dokilmiigtiir. Jel yaklagik 1-1.5 saat boyama soliisyonunda
tutulmustur. Boyama soliisyonu alindiktan sonra jel, destaining soliisyonuna

konulmug ve birkag kere degistirilerek bir gece tutulmustur [56].
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4. BULGULAR

4.1 Gammarus pulex Glutatyon Rediiktaz Enziminin Kursun Asetat'in [ECs]

Konsantrasyonuna Karsi Degisen Zaman Araliklarina Bagh Aktivite degisimi

Kursun asetat'n [ECsq] degeri uygulanmis Gammarus pulex'lerde glutatyon
rediiktaz aktivitesi, uygulamadan itibaren 4., 8., 16, 32., 64. ve 96. saatlerde
olgtilmiis ve 0.-32. saatler arasi kontrol grubuna gore diigiik olan aktivitenin 32. ve
64. saatler arasi yikseldigi ve 64. saatten sonra 96. saatler arasi tekrar diigis
gosterdigi gozlenmigtir (sekil 4.1). Enzim aktivitesindeki degisimler sirasinda canli

oliimlerinin 64. saatten sonra arttif1 gorilmiistur.
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Sekil 4.1. Gammarus pulex'deki glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin kursun

asetatin [ECso] konsantrasyonuna kargi degisen zaman araliklarina baglh grafigi

Elde edilen veriler MINITAB release 11.22 istatistik programinda bagimsiz
iki ornekli t testinde degerlendirilmistir (tablo 4.1).
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Tablo 4.1 G.pulex glutatyon rediiktazinin kursun asetatin [ECso] konsantrasyonuna

kars1 degisen zaman araliklarina bagl aktivite degisiminin istatistiksel analizi

Ornek Standart Ortalamanin
Zaman Say1st Ortalama Sapma Standart Hatasi
4. Saat 10 0.02050* = 0.00778 0.0055
8. Saat 10 0.02080 £ 0.00735 0.0052
16. Saat 10 0.02200 * 0.00566 0.0040
32. Saat 10 0.02300 £ 0.00424 0.0030
64. Saat 10 0.03200 = 0.00849 0.0060
96. Saat 10 0.02750 = 0.00212 0.0015

MINITAB release 11.22 istatistik programinda %95 giivenirlikte P < 0.5 oldugu i¢in

sonui;lar anlamli bulunmugtur (* pmol/dak./protein).
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4.2 Gammarus pulex Glutatyon Rediiktaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Saptanmasi
4.2.1 Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

Farkli pH'larin Gammarus pulex enzim aktivitesi iizerine etkisini aragtirmak
icin pH'lan 5.0, 6.5, 7.0, 7.2, 8.0 ve 9.0 olan potasyum fosfat tamponlari
kullamlmugtir. Denenen bu pH'larda en yiiksek aktiviteye pH 7.0-7.2'de rastlanmugtir
(sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enziminin farkli pH'lardaki aktivitesi
4.2.2 GSSGr Enzim Aktivitesinin Kinetik Analizi ve K, Degerinin Bulunmasi

Gammarus pulex glutatyon rediiktazinin Ky, degerini saptamak amaci ile
degigen substrat konsantrasyonlarina kargi enzim aktivitesine bakilmistir. Enzimin
Michaelis-Menten hiz grafigi (sekil 4.3) ve Line-Weaver Burke (sekil 4.4) grafigi
¢izilmis ve Ky, degeri 129,03 uM olarak bulunmugtur (sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gammarus pulex glutatyon rediiktazinin Line-Weaver Burke grafigi

33



34

4.2.3 Gammarus pulex GSSGr Enzim Aktivitesi Uzerine Cu*? iyonlarmm Etkisi

Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Cu*? iyonlarinin
etkisini aragtirmak amaciyla farkli CuCl, konsantrasyonlarinda (1 uM, 10 uM, 50
uM, 100 uM ve 500 puM) aktiviteye bakilmistir. Cu*®nin konsantrasyonu arttikga
Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesinde kontrol gruplarina gore aktivitede
azalma gozlenmigstir (Sekil 4.5). Enzim aktivitesinin CuCly'nin 500 pM'lik
konsantrasyonda yaklagik % 66,9 oraninda azaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Cu*? iyonu igin Gammarus pulex glutatyon rediiktaz aktivitesi

Elde edilen veriler MINITAB release 11.22 istatistik programinda bagimsiz
iki 6rnekli t testinde degerlendirilmistir (tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki Cu*? iyonlarimin G.pulex glutatyon rediiktaz

enzim aktivitesi {izerine etkisinin istatistiksel analizi

Iyon Ornek Standart Ortalamanin
Konsantrasyonu Sayisi Qrtalama Sapma Standart Hatas1
1uM 5 0.02250* +  0.00495 0.0035
10pM 5 0.02085 £ 0.00728 0.0052
50uM 5 0.0177 = 0.0118 0.0084
100pM 5 0.0174 + 0.0122 0.0086
500uM 5 00173 £ 0.0123 0.0087

MINITAB release 11.22 istatistik programinda %95 giivenirlikte P < 0.5 oldugu igin
sonuglar anlamli bulunmugtur (* umol/dak./protein).

4.2.4 Gammarus pulex GSSGr Enzim Aktivitesi Uzerine Mg*? Iyonlarinm Etkisi

Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi lizerine Mg* iyonlarinin
etkisini aragtirmak amaciyla farkh MgCl, konsantrasyonlarinda (1 pM, 10 uM, 50
uM, 100 uM ve 500 uM) aktiviteye bakilmistir. Mg *25in konsantrasyonu arttikga

Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore azalma
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gozlenmigtir (Sekil 4.6). Enzim aktivitesinin 500 uM'lik MgCl, konsantrasyonunda
yaklasik % 80,8 oraninda azaldig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. Mg" iyonu i¢in Gammarus pulex glutatyon rediiktaz aktivitesi

Elde edilen veriler MINITAB release 11.22 istatistik programinda bagimsiz
iki ornekli t testinde degerlendirilmigtir (tablo 4.3).

Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki Mg'? iyonlariiin G.pulex glutatyon rediiktaz

enzim aktivitesi lizerine etkisinin istatistiksel analizi

Iyon Ornek Standart Ortalamanin
Konsantrasyonu Sayisi Ortalama Sapma Standart Hatas1

1IuM 5 0.02050* = 0.00778 0.0055
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Tablo 4.3. (Devam) Farkli konsantrasyonlardaki Mg*? iyonlarinin G.pulex glutatyon

rediiktaz enzim aktivitesi {izerine etkisinin istatistiksel analizi

Iyon Omek Standart Ortalamann

Konsantrasyonu Sayisi Ortalama Sapma | Standart Hatas1
10uM 5 0.0183 + 0.0110 0.0078
50uM 5 00172 = 0.0124 0.0087
100uM 5 0.0156 + 0.0147 0.010
500uM 5 0.0155 + 0.0148 0.010

MINITAB release 11.22 istatistik programinda %95 giivenirlikte P < 0.5 oldugu igin
sonuglar anlamli bulunmugtur (* umol/dak /protein).

4.2.5 Gammarus pulex GSSGr Enzim Aktivitesi Uzerine Zn*? Iyonlarinin Etkisi

Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Zn*? iyonlarinin
etkisini aragtirmak amactyla farkli ZnCl, konsantrasyonlarinda (1 pM, 10 uM, 50
uM, 100 uM ve 500 uM) aktiviteye bakilmustir. Zn"?'nin konsantrasyonu arttikca
Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesinde kontrol gruplarina gore azalma
gozlenmistir (Sekil 4.7). Enzim aktivitesinin 500 uM'lik ZnCl, konsantrasyonda
yaklagik %89,2 oraninda azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Zn" iyonu igin Gammarus pulex glutatyon rediiktaz aktivitesi

Elde edilen veriler MINITAB release 11.22 istatistik programinda bagimsiz
iki 6rnekli t testinde degerlendirilmigtir (tablo 4.4).

Tablo 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki Zn"? iyonlarinin G.pulex glutatyon rediiktaz

enzim aktivitesi tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Iyon Ornek Standart Ortalamamn
Konsantrasyonu Sayisi Ortalama Sapma Standart Hatas1

1uM 5 0.0186* +  0.0105 0.0074
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Tablo 4.4. (Devam) Farkli konsantrasyonlardaki Zn*? iyonlarinin G.pulex glutatyon

rediiktaz enzim aktivitesi lizerine etkisinin istatistiksel analizi

Iyon | Ornek Standart Ortalamanin
Konsanﬁrasyonu Sayisi Ortalama Sapma Standart Hatasi
10uM 5 0.0167 + 0.0132 0.0093
50uM 5 0.0157 <+ 0.0146 0.010
100uM 5 0.0150 =  0.0156 0.011
500uM 5 0.0144 + 0.0164 0.012

MINITAB release 11.22 istatistik programinda %95 guvenirlikte P <05 oldugu i¢in
sonuglar anlamli bulunmugtur (* umol/dak./protein).

4.2.6 EDTA'ya Duyarhlik A¢isindan Gammarus pulex GSSGr Enzim Aktivitesi

Kelatlayici bir ajan olan EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid)'ya kars1 [2]
Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesini belirlemek amaciyla farkli EDTA
konsantrasyonlart (100 uM, 200 uM ve 300 uM) kullanitmigtir. Gammarus pulex
GSSGr enziminin aktivitesinin; 100 uM'lhbk EDTA konsantrasyonunda yaklagik
%59,5 , 200 uM'lik konsantrasyonda % 66,1 , 300 uM'lik konsantrasyonda %73,9

oraninda azaldig: gozlenmigtir (sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Farkli EDTA konsantrasyonlarinin Gammarus pulex GSSGr aktivitesi

uzerine etkisi

Elde edilen veriler MINITAB release 11.22 istatistik programinda bagimsiz

iki 6rnekli t testinde degerlendirilmigtir (tablo 4.5).

Tablo 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki EDTA'nin G pulex glutatyon rediiktaz enzim

aktivitesi lizerine etkisinin istatistiksel analizi

Iyon Ornek Standart Ortalamanin
Konsantrasyonu Sayisi Ortalama Sapma Standart Hatas1
100uM 5 0.0184* +  0.0107 0.0076
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Tablo 4.5. (Devam) Farkli konsantrasyonlardaki EDTA'nin G.pulex glutatyon

rediiktaz enzim aktivitesi izerine etkisinin istatistiksel analizi

Iyon Ornek Standart Ortalamanin
Konsantrasyonu Sayisi Ortalama Sapma Standart Hatast

200uM 5 0.0174 = 0.0122 0.0086

3o00uM 5 0.0164 =+ 0.0136 0.0096

MINITAB release 11.22 istatistik programinda %95 givenirlikte P < 0.5 oldugu igin
sonuglar anlamli bulunmugtur (* umol/dak./protein).

4.3 Fiber Polimerlerle Gammarus pulex GSSGr Enziminin Affinite Etkilesimleri
Gammarus pulex'lerden hazirlanan homojenatlarimin  santrifiij igleminden
sonra sipernatant kistmlarnimin Sigma Diagnostics Protein Assay Kit (P 5656)

kullanilarak total protein miktarina bakilmugtir (tablo 4.6).

Tablo 4.6. Fiberlerle muamele edilmeden Once siipernatantlardaki protein miktarlar:

1. Tup 3. Tip

Muamele edilmemis siperna- | (Cibacron Blue F3GA) | (Alizarin-P(HEMA))
tantlarin protein miktar

Proteinin pug /ml cinsinden

degeri 110 pg /ml 128 ug /ml

Stipernatantlarin Cibacron Blue F3GA takili fiber polimer [55] ve Alizarin
takili P(HEMA) mikrokiirelerle muamelesinden sonra siipernatant kisminin toplam

protein miktarina bakilmigtir (tablo 4.7).
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Tablo 4.7. ki farkli fiber ile muamele edilmis siipernatantlardaki toplam protein

miktarlar1
o 1. Tap 3. Tip
Muamele edilmis super- (Cibacron Blue F3GA) | (Alizarin-P(HEMA))
natantlarin protein miktar:
Proteinin pg /ml cinsinden
degeri 104 pg /ml 102 pg /ml

Siipernatantlardan  ayrilan proteini absorblamig fiberlere uygulanan
resorbsiyon igleminden sonra farkl 2 fiber'in tuttugu protein miktarlarina bakilmigtir
(tablo 4.8).

Tablo 4.8. Siipernatanlardan ayrilan fiberlerin, resorbsiyondan sonra tuttuklart protein

miktarlari

. ) 1. Tap 3. Tip
an?l’:t';:"s'W“ somrast protein | (Cibacron Blue F3GA) | (Alizarin-P(HEMA))
Proteinin ng /ml cinsinden

degseri 18 pg /ml 30 pug /ml

Resobsiyondan sonra GSSGr enzim aktivitesine bakilmis ve kayda deger

bulunmamigtir.

4.4 Jel Filtrasyon Sonrast GSSGr Enzim Aktivitesi

Jel filtrasyonu isleminden sonra Gammarus pulex GSSGr enzim aktivitesi

olgilmiis ve aktivitenin % 59,6 oraninda artig1 gozlenmistir.
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4.5 Gammarus pulex GSSGr Enziminin SDS-PAGE Kullanilarak Molekiil

Agirhginin Hesaplanmas:

Jel filtrasyon iglemi sonucu elde edilen enzim %12'lik SDS-poliakrilamid jel
elektroforezinde yuritiilmistiir. Elektroforez sonucunda Gammarus pulex glutatyon
rediikktaz enzimin molekiil agirligt yaklagik 56-58 kDa. olarak bulunmustur (sekil
4.9).
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Sekil 4.9. Gammarus pulex glutatyon reditktazimin SDS-Poliakrilamid jel

elektroforezi
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S. TARTISMA ve SONUC

Bu caligmada agir bir metal olan kursunun sucul canlilar iizerindeki toksisitesi
ve glutatyon reditktaz (GSSGr) enzimi aktivitesindeki degigmeler incelenmis; Cu'?,
Mg, Zn'? gibi iyonlarin ve EDTA'min bu enzim aktivitesi izerine etkileri
aragtinlmugtir. Ayrica galigmamizda test organizmasi olarak segilen ve su kirliliginin
dlgiilmesinde indikator olarak kullanilan Gammarus pulex'deki Glutatyon rediiktaz
enziminin biyokimyasal 6zellikleri ve kinetik analizi yapilmig, enzimin molekiil
agirligt SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi yontemiyle saptanmustir.

Sucul canlilarin, ortamlarina bulasan toksik maddeleri detoksifikasyona
ugratarak yasamlarina devam etmelerini saglayan detoksifikasyon mekanizmasinda
glutatyon rediktaz enzimi 6nemli bir rol oynamaktadir. Toksik madde igeren
ortamlarda bu toksik maddeyi detoksifiye eden reditkte glutatyonun (GSH),
detoksifikasyon reaksiyonundan sonra okside glutatyona (GSSG) doniistiigi
bilinmektedir. Hiicredeki toksik maddeleri etkisiz hale getirmek igin gerekli GSH,
glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan olugturulmaktadir. Enzim GSSG ile reaksiyona
girerek onu GSH'a doniigtiirmektedir.

Calismamizda, Gammarus pulex'lere kursunun ECsp degerleri 4, 8, 16, 32, 64
ve 96 saat'lik periyotlar halinde uygulanmis ve kontrol grubuyla karsilastiriidiginda 4-
32 saatler arast glutatyon rediiktazin ortalama %20 azalan enzim aktivitesinin 64.
saate ulagildiginda %46 oramnda artis gosterdigi goriilmiis, 96. saat sonunda
aktivitenin 64. saate gore %35 oraninda distiigii tespit edilmistir. 64. saatten sonra
goriilen canli 6liimlerinin nedeni deney siiresince canlilara besin verilmemesi sonucu
digiik direngli bireylere baglanabilir. Elde edilen veriler MINITAB release 11.22
istatistik programinda bagimsiz iki 6rnekli t testinde test edilmis ve anlamli (P < 0.5)
bulunmustur.

Fas ¢ekirgesinde (Dociostaurus maroccanus) yapilan bir galigmada; glutatyon
rediktaz enziminin nimfal donemler arasinda biyiik bir aktivasyon dalgalanmasi

gosterdiBi tespit edilmistir. Tanm ilaglannin etkisine karsi, erginlerin rediikte
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glutatyon ihtiyacindan dolay1 ergin gekirgelerde bu enzimin aktivitesinin arttift
gozlenmigtir [31].

Toprak solucaminda (Eisenia fetida andrei) farkli konsantrasyonlardaki
kursunun etkileri aragtirilmis, kursunun hareket mekanizmasi iizerine ortaya gikan
yontemler agiklanmigtir. Kursunun toprak solucam glutatyon rediiktaz enzimi {izerine
etkisi incelenmis ve enzim aktivitesinde 6nemli azalma gozlenmistir [15]. |

Agir metallere maruz kalan insan, fare ve baliklarda glutatyon veya glutatyon
rediiktaz aktivitesinde anlaml artig saptanmistir [15].

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine bazi maddelerin 6rnegin farede,
cesitli dozlarda verilen askorbik asitin antioksidant savunma sistemine etkileri
arastirilmig ve karaciger glutatyon rediiktazinin kontrol gruplarina goére diger tim
deney gruplarinda artig gosterdigi tespit edilmistir [57].

Chrysin, quercetin ve genistein gibi flavonoidlerin disi fare kan hiicrelerindeki
antioksidant enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri incelenmis ve glutatyon rediiktaz
enziminde dénemli bir azalmaya neden olduklar gorilmiistir [58].

Eritrositlerde uzun siireli submaximal egzersiz siiresince bazi antioksidant
enzimlerin aktiviteleri incelenmis ve glutatyon peroksidaz enziminde aktivite artigi
gozlenirken, glutatyon rediiktaz ve katalaz aktivitelerinde azalma gozlenmistir [59].

Bitki ve hayvanlarda, agir metallerin olusturdugu toksisitenin baslica nedeni
oksidatif strestir. Bitkilerde Cd'un neden oldugu oksidatif stres hasar1 glutatyon
rediiktaz aracihgiyla reditklenmis ve glutatyon rediiktaz aktivitesinin oksidatif stresi
yavaslattig1 gorilmiistiir [23].

Insan gogsinde ve fare meme bezlerinin prenoplastik ve neoplastik
dokularinda glutatyon rediiktaz aktivitesi, diger dokularla kargilagtirildiginda daha
yitksek bulunmustur. Meme kanserinde glutatyon rediiktazin artmasinin nedeninin,
GSH tiikendiginde enzimin aktivitesinin artarak bu duruma uyumsal bir yanit vermesi
oldugu disiiniiimektedir [27].

Ratlarda yapilan bir galigmada deney hayvanlarinin 300 rad (gamma
radyasyonu) ile iginlanmasindan sonra elde edilen glutatyon reditktaz aktivitesi,

kontrol degerine gore anlamli derecede azalma gostermis, hayvanlarin 450 rad
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radyasyon ile 1ginlanmast sonucu glutatyon rediiktaz aktivitesinin stfirinci ve besinci
giinde kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig: bulunmustur. Glutatyon rediktaz
aktivitesinde goriillen belirgin azalma, enzimin protein yapisindaki ve aktif
merkezindeki siilfidril gruplarimin, radyasyonun etkisi ile olugan siiperoksit ve
hidroksil radikalleri ile inaktivasyonuna baglanmaktadir [10].

Hiicre igi rediikte glutatyonun iki kaynaktan geldigi bilinmektedir. Bunlardan
birincisi eritrositlerdeki aminoasitlerden normal GSH sentezi iledir. Digeri ise
glutatyon rediiktazin katalizlediZi tepkime sonucu indirgenen okside glutatyondur.
Glutatyon rediiktaz aktivitesinin deneyde kullanilan doz ile biiyiik oranda azalmasina
ragmen, redikte glutatyon (GSH) miktarinin anlamli degisiklik gostermemesinin
GSH'in birinci kaynagini olusturan GSH sentezi oldugu tahmin edilmektedir [60].

Calismamizda Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enziminin optimum pH'st
7.0-7.2 arasinda bulunmugtur. Bagka bir galigmada sigan glutatyon reditktazi igin
optimum pH: 7.0 olarak saptanmustir [42]. Chlamydomonas reinhardtii'de glutatyon
reditktaz aktivitesi 49 °C'de ve pH: 8,2'de maksimum bulunmugtur. pH: 4,8 - 8,2
araliginda GSH ve NAD(P)" ile geri doniigiim reaksiyonu gozlenmemigtir [9].

G. pulex'de glutatyon rediiktaz'in farklt substrat konsantrasyonlarina gore Kp,
degeri 129,03 uM olarak bulunmustur. Yine Chlamydomonas reinhardtii'de yapilan
bir galismada NADPH ve GSSG igin Glutatyon rediiktaz enziminin Ky, degerleri
sirastyla 10,6 uM ve 54,1 uM olarak tespit edilmigtir [9].

Bakirin Gammarus tiirleri tizerine letal etkileri ve bakirin birikmesiyle ilgili
metabolik yol veya mekanizmasi hakkinda bilinenler ¢ok azdir [14]. Calimamizda
Gammarus pulex glutatyon reditktaz enzim aktivitesinin Cu®nin 500 pM'hk
konsantrasyonunda yaklagik % 66,9 oraninda azaldig: tespit edilmistir. Takeda'ya [9]
gore Cu' gibi belli metal iyonlarin glutatyon rediiktaz enzim aktivitesini inhibe
ettikleri bilinmektedir [9].

Yine ¢aligmamizda 500 uM'lik Mg*? iyonlarinin Gammarus pulex glutatyon
rediiktaz enzim aktivitesini yaklagik % 80,8 oraninda azalttigs, 500 uM'lik Zn"?
iyonlariin da enzim aktivitesini %89,2 oraninda azaltti1 tespit edilmigtir.

Deneylerimizde elde ettiimiz sonuglar MINITAB release 11.22 istatistik
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programunda bagimsiz iki Ornekli t testinde test edilmis ve anlamli (P < 0.5)
bulunmustur. Bu iyonlarin aktiviteyi diigiirme etkisi sirasiyla Zn™ > Mg*? > Cu*
olarak tespit edilmistir.

Bagka bir ¢aligmada deniz omurgasizlarindan Ildotea baltica (Crustacea,
Isopoda) kullamilarak ¢inko, bakir ve kursunun akut toksisitesi statik biyolojik
deneylerle olgiilmiis ve ¢inkonun bakir ve kursundan daha toksik oldugu
anlagilmigtir. Denenen bu metallerden en az toksik olami ise kursun olarak tespit
edilmigtir [4].

Ug metal tuzunun ve N-trityl-morpholine (Triphenmorph)in etkileri, iki
akuatik amfipod tirt (Gammarus pulex ve Echinogammarus berilloni) iizerinde
caligilmigtir. LCso'nin belirlenmesi igin eukalsik ve oligokalsik sularda yapilan
deneylerde; eukalsik sularda toksisite durumu her iki tiir igin benzer bulunmusgtur
(Triphenmorph > Cu*? > Zn™ > Ba'?). Oligokalsik sularda Gammarus pulex igin
CuCly'tin Triphenmorph'tan daha toksik oldugu gorilmiigtiir [61].

Kabuklulardan (Crustacea) Gammarus pulex'in genglik evresi (2. veya 3.
kabuk degistirme) ve boceklerden (Insecta) Chironomus riparius'un 2. larval evresi
i¢in; dort gevresel kirleticinin (3,4-dichloroaniline (DCA), atrazine, bakir ve lindane)
letal toksisitesi belirlenmigtir. Ortalama letal konsantrasyonlar (LCsg) 240 saatlik test
periyodunda aragtirilmigtir. Test kimyasallarinin toksisitesinin diizenlenmesi her bir
tur igin farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Gammarus pulex igin diizenlenen 96
saatlik ¢aligmada bakir ve lindane'in, DCA ve atrazine'den daha fazla toksik oldugu
gosterilmigtir [6].

Sinop yarimadasinda yasayan Amphipod Echinogammarus olivii, Isopod
Sphaeroma serratum ve Dekapod Palaemon elegans uzerinde Zn*?, Cu** ve kursun
icin akut toksisite testleri yapilmig ve E. olivii'nin bu metallere S. serratum ve P.
elegans'lara gore daha duyarli oldugu gosterilmistir [5].

Bu farkli canlilar iizerinde yapilan ¢aligmalardaki metal toksisitesi
oranlarindaki farkliliklar, canlilardaki glutatyon rediiktaz enziminin farkli 6zelliklerde

ve farkli yapilarda olabilecegine dair bize fikir vermektedir.
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Caligmamiza ek  olarak  kelatlayict  bir ajan olan EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic Acid)'min Gammarus pulex glutatyon reditktaz enzim
aktivitesine Uzerine etkisi incelenmigtir. Kutlu'ya [2] gore gerek Gammarus spp.
gerekse rat karacier ALAD (y-Aminolevulinik asit dehidrataz)nin EDTA tarafindan
onemli 6lgiide inhibe oldugu bulunmustur. Gammarus spp'daki inhibisyon (%52), rat
karacigerindeki inhibisyona (%94) gére daha az oldugu saptanmugtur.

Caliymamizda, Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin
100uMik EDTA konsantrasyonunda yaklagik %59,5 , 200uM'lik konsantrasyonda
% 66,1 , 300uM'lik konsantrasyonda %73,9 oraninda azaldigi gozlenmistir. Deney
sonuglar1 MINITAB release 11.22 istatistik programinda bagimsiz iki ornekli t
testinde test edilmis ve anlamli (P < 0.5) bulunmustur.

Calismamizda Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enziminin pirifikasyonu
icin iki farkli method denenmistir. Bu methodlardan ilki, Cibacron Blue F3GA takih
fiber polimer ve Alizarin takii P(HEMA) mikrokirelerle affinite etkilesimiyle
purifikasyon yontemidir. Buna benzer bir ¢alismada Methylophilus spp.'de,
hidroksipiirivat rediiktaz enzimi ile Cibacron blue F3GA-tirevli poly (HEMA
EGDMA) affinite etkilesimi arastirilmug, enzimin piirifikasyon ve karakterizasyonu
yapilmigtir [55]. Caligmamiz sonucunda elde edilen enzim piirifikasyon metodunun
glutatyon rediiktaz enzimine uygun olmadig1 saptanmigtir. Fakat polimerler ve enzim
etkilesimi i¢in daha uygun ortam arayigiyla ileride bu yontemin kullanilabilecegi
sinyalleri alinmigtir. Bu polimerlerden Alizarin takih P(HEMA)'in Cibacron Blue
F3GA takul1 fiber polimer'e gore daha duyarli oldugu ve yaklagik 2 kat fazla protein
absorbe ettigi gozlenmistir.

Kullandigimiz ikinci method jel filtrasyon yontemi olup, jel filtrasyonu
isleminden sonra Gammarus pulex glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve
aktivitenin kontrol grubuna gore % 159,6 oraninda yaklagik 2 kat1 kadar aktivite artig1
gozlenmistir. Jel filtrasyon islemi sonucu elde edilen enzim %12'lik SDS-
poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) yiiriitiilmiis ve elektroforez
sonucunda Gammarus pulex glutatyon rediktaz enziminin molekiil agirhg: yaklagik
56-58 kda. olarak bulunmustur.
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Glutatyon rediiktaz enziminin C. reinhardtii'de jel filtrasyonu ve SDS-PAGE
sonucuna gore 54-56 kda. molekiiler agirlikta bir monomer oldugu saptanmustir [9].
Nordhoff ve arkadaslarma gore [28], glutatyon rediiktaz geometrisi bilinen bir
homodimerik flavoenzimdir. Enzimin her bir alt initesinin, kaynag bilinen dort
bolge igerdigi ve aktif bolgeye gerekli yan gruplar (residular) katildig1 goriilmektedir.
Bu nedenle monomerin inaktif olmasi1 beklenmektedir.

Yine Nordhoff ve arkadaslarina gére[28], homodimerik enzimin alt initeleri,
Cys90-Cys90' disilfit kopriileriyle ¢apraz baglanmaktadir. Her alt iinite, bir flexible
N-terminal ug (1-18. yan gruplar); FAD baglanma bélgesi (19-157), NADPH bolgesi
(158-293), merkez bolge (294-264) ve alt iinite ara yiizey bolge gibi kaynag: bilinen
dort yapisal bolge igermektedir. Her iki alt iiniteden yan gruplann olugturdugu
substrat (GSSG) baglanma bolgesi ve katalitik bélge olmadan glutatyon rediiktaz
enzim aktivitesinin olanaksiz oldugu tespit edilmistir [28].

Sonug olarak, sucul kirlenmenin 6lgiilmesinde indikatér olarak bilinen
Gammarus pulex'in toksik madddelerin detoksifikasyonunda rol oynayan glutatyon
reditktaz enziminin biyokimyasal ozellikleri genel olarak aragtinlmigtir. Enzim
aktivitesi Uizerine afir metallerden kursunun, bazi metal iyonlarimin (Cu*?, Mg
Zn+2) ve EDTA'nin etkisi arastinlmis ve ayrica Gammarus pulex glutatyon rediiktaz
enzimin molekul agirlig: tespit edilmistir. Bu ¢alismaya ilave olarak, ileride farkli
sucul ortamlarin Kirliliginin tespit edilmesinde Gammarus pulex'in géz oniine

alinmas: gerekmektedir.
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