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OZET

GLUTATYON REDUKTAZ ENZIMININ ISKORPIT BALIGI (SCORPAENA
PORCUS) KARACIGER DOKUSUNDAN SAFLASTIRILMASI VE BAZI AGIR
METAL INHIBISYON KINETIKLERININ INCELENMESI

Kiibra ISIK
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Ocak/2023
Danisman: Dog. Dr. Ercan SOYDAN

Calismamizda iskorpit baligi (Scorpaena porcus) karaciger dokusundan
glutatyon rediiktaz saflastirildi ve agir metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerindeki
etkileri belirlendi. Saflastirma silireci {i¢ asamadan olusuyordu; homojenatin
hazirlanmasi, amonyum stilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromataografisi saflagtirmasi. Bu
asamalarin sonunda 10. 479 EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip enzim %28.3
verimle 25.9 kat saflastirildi. Optimizasyon sonuglari, optimum pH: 6.5, optimum
substrat konsantrasyonu 0.3 mM NADPH ve optimum tampon 300 mM KH2PO4
olarak bulundu. Saflastirma isleminin sonrasinda Mn?*, Cd?*, Ni?* ve Cr** agir
metallerin inhibisyon etkileri arastirildi. Agir metallerin ICso degerleri sirasiyla 2.4
uM, 30 uM, 135 uM ve 206 uM olarak hesaplanda.

Anahtar Sézciikler: Glutatyon rediiktaz, iskorpit balig1, enzim saflastirilmasi, metal
iyonlar1



ABSTRACT

PURIFICATION OF GLUTATHIONE REDUCTASE ENZYME FROM
SCORPION FISH (SCORPAENA PORCUS) LIVER TISSUE AND
INVESTIGATION OF SOME HEAVY METAL INHIBITION KINETICS

Kiibra ISIK

Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Agricultural Biotechnology Programme
Master, January/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Prof. Dr. Ercan SOYDAN

In the current syudy, glutathione reductase was purified from Scorpion fish
(Scorpaena porcus) liver tissue and the effects of heavy metal ions on the enzyme
activity were determined. The purification process consisted of three stages;
preparation of the homogenate, ammonium sulfate precipitation and affinity
chromatography purification. At the end of these steps, the enzyme was purified 25.9-
fold with a specific activity of 10,479 EU/mg and a yield of 28.3 %. The optimum pH
was found to be 6.5, optimum substrate concentration was 0.3 mM NADPH and
optimum buffer was 300 mM KH,POa. After purification, inhibition effects of Mn*2,
Cd*?, Ni*2, and Cr*3, as heavy metal ions were investigated. ICsp values of the heavy
metals were calculated as 2.4 uM, 30 uM, 135 uM and 206 uM, respectively.

Keywords: Glutathione reductase, scorpion fish, enzyme purification, metal ion
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1. GiRiS
1.1. Enzimler

Yasami olusturan ¢ok c¢esitli biyokimyasal tepkimelerin neredeyse tliimii,
enzimler olarak bilinen bir dizi dikkate deger biyolojik katalizor araciligiyla

gerceklesir.

Enzimlerin en Onemli Ozellikleri arasinda katalizleme giigliikleri ve
Ozgiinliikleri yer almaktadir. Bu yiizden enerji agisindan uygun yollar1 katalize ederek

metabolizmadaki tiim olaylar1 saglarlar (Goziikara, 1997).

Biyolojik kataliz, yapilan arastirmalar sonucunda ilk kez 1700’li yillarin
sonlarma dogru mide salgilarinin etin sindirilmesi {izerine etkisi sonucunda
kesfedilmistir. Bir sonra ki yillardaki ¢alismalarda tikirik ve bitki eksrakteleriyle
calisilarak nisastanin sekere doniisiimii elde edilerek calismalar siirdiiriilmiistiir. Louis
Pasteur, sekerin mayayla alkole fermentlesmesinin ardindan 1850 yilinda sekerin
fermantasyon sonucu katalize edildigini bildirmistir. Calismanin ardindan Louis
Pasteur, fermantasyonun yasayan maya hiicrelerin biinyesinden ayrilamayacagini 6ne
stirmiistiir. Eduard Buchner 1897°de maya 6zlerinin sekeri alkole fermentlendigini ve
ardindan fermantasyonun hiicre yapisindan ¢ikarildiginda islevini siirdiiren molekiiller
sayesinde devam ettigini kesfetmistir. Daha sonra Frederick W. Kiihne bu molekiilii
enzimler olarak belirtmistir. Calismalarin hiz kazanmasi ise James Sumner’in 1926
yilinda iireaz enzimini saf kristal formdan ayirmasiyla devam etmistir (Lehninger,

2005).

Belirli bir katalittk RNA molekiili grubu disinda, tiim enzimler protein
yapisinda Ozellik gostermektedir. Bu ylizden protein yapisinda olan enzimler
proteinlerin tiim Ozelliklerini gdstermektedir. Biiyiik molekiillii yapiya sahip olan
enzimler kolodyum zarindan gecemezler. Sicaklik ile kolayca denatiire edilerek
ortamdaki asit-alkali varligina karsi hassaslik gosterirler. Enzimin 0°C ile yaklasik
40°C arasinda 1s1 yiikselmesine bagli olarak tesir hizlar1 artmaktadir. Bunun sonucunda
sicaklik tizerine ¢ikilmasi durumunda protein yapisindan bozukluk meydana

gelmektedir (Goziikara, 1997; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzimlerin ¢ogunun protein formda olmasi, benzer tip reaksiyonlarla

gerceklesmesi, ayni veya benzer cesit reaksiyonlar1 katalizlemesi, aktivasyon

1



enerjisini disiirerek hizlarimi arttirmasi, reaksiyonlarin hiz bir sekilde dengeye
ulagmasi ve canli yada cansiz ortamlarda da bu 6zellikleri gostermesi enzimlerin genel

ozellikleri arasinda bulunmaktadir.

Hiicrede saglanan tiim kimyasal tepkimeler enzimler araciligiyla
gerceklesmektedir. Canlilarin yapisi olusturan biyomolekiillerin kinetik yondeki
kararliliklar1 ve kolayca tepkime vermemeleri bunun nedenini agiklamaktadir.
Hiicredeki tiim olaylar DNA seviyesinde diizenlenmektedir. Kontrol edilmeleri i¢in de
enzimlerin protein yapilarinda olmalar1 ve DNA tarafindan sifrelenmesi
gerekmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzimle katalizli bir reaksiyonun diger reaksiyonlardan ayiran o6zelliklerinden
biri, aktif bolge adi verilen sinir icerisinde gerceklesmesidir. Aktif bolgeye
baglanarak enzim {izerinde aktivite gdsteren bu molekiiller substrat olarak adlandirilir.
Aktif bolge, substrat1 baglama yetenegine sahip enzim tizerindeki 6zel bolgedir. Bu
bolge yiizeyi kimyasal transformasyonu katalizleyen amino asit tortulariyla meydana
gelmistir. Enzim substrat komplesinin meydana gelmesi aktif bolge merkezinin
substrat1 tutmasiyla olugmaktadir. Substratin iiriine doniisiimiiyle meydana gelen
enzim-iiriin  kompleksinden enzimin ayrilmast sonucu iriin serbestlesmektedir

(Lehninger,2005).

Substrat WJC\, ﬁ ™ \ : Uriinler

Aktif bolge ' |
e — — y

_— -_—

N ——— P — e — e —
Serbest enzim Enzim-substrat Serbest enzim
kompleksi

Sekil 1. 1. Enzim ve substrat gosterimi



Enzimler genel olarak etki ettikleri bilesikten veya katalize ettikleri
reaksiyondan tiiretilirler. Ornegin, glutatyon rediiktaz, indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) tarafindan oksitlenen glutatyonun indirgenmesini
hizlandirir. Fosfat ester baglarinin hidrolizi asidik kosullar altinda asit fosfataz
tarafindan katalize edilir. Bahsedilen Orneklerden de anlasilacagi gibi enzimler
genellikle substratin veya katalizledikleri reaksiyonlarin sonuna -az’ eki eklenerek
adlandirilmaktadir (Rehm and Reed 1995). Bunun sonucunda enzimler reaksiyon
cesitlerine gore transferazlar, oksidorediiktazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve
ligazlar olarak 6 gruba ayrilmaktadir. Bu gruplandirma sistemi Uluslararasi
Biyokimya Birligi (IUB) kurum tarafindan enzimlerin yaptiklar1 reaksiyon tiirlerine

gore siniflandirmistir.

1: Oksidorediiktazlar: Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar, oksigeneazlar
ve peroksidazlar olarak da adlandirilan oksidorediiktazlar, indirgenme ve

yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizlemektedir.

2: Transferazlar: Bir molekiilde bulunan islevsel grubun diger molekiile
aktarilmasin1 saglamaktadir. Transketolaz, transaldolaz, aspartat transaminaz, alanin

transaminaz ve kreatin kinazlar, transferaz grubu igerisindeki enzimlerdir.

3: Hidrolazlar: Karbon-karbon, karbon-kiikiirt, karbon-fosfor, karbon-azot gibi
baglara H2O ekleyerek yikimi katalizlemektedir. Proteazlar ve ester hidrolazlar bu

grup icerisinde yer almaktadir.

4: Liyazlar: Dekarboksilazlar, dehidratazlar ve sentazlar bu grup igerisinde yer
alan enzimlerdir. karbon-karbon, karbon-kiikiirt, karbon-oksijen ve belirli karbon-azot

baglarin1 yikima ugratmaktadir.

5: Izomerazlar: Optik ve geometrik izomerlerin déniistiiriilmesini
katalizlemektedir. Rasemazlar, mutazlar, epiremazlar, izomerazlar bu grup

igerisindeki enzimlerdir.

6: Ligazlar: iki molekiilii birlestiren reaksiyonlar1 katalize ederler. Ornek olarak

peptid sentaz, aminoagil-trna sentetaz, DNA ligaz ve RNA ligaz verilebilir.

Enzimler substrat tiirlerine gore ve katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore
oldukea 6zgiin yapidadirlar. Ozellikle tek bir enzim sadece bir kimyasal reaksiyonu
katalizledigi gibi aym1 zamanda da aymi tiir reaksiyonlar1 da katalizlemektedir.

(Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2012). Bunun yani sira, ayni reaksiyonu
3



katalizleyen fakat molekiiler yapisinda olan enzimler bulunmaktadir. Bunlar izoenzim
olarak adlandirilmaktadir. Izoenzim olarak adlandirilan bu enzimler kofaktorlerine,
substratlarina ve inhibitorlerine gore farkli afiniteleri vardir. Baslica 6zellikleri
arasinda ayni reaksiyonu katalizlemeleri, iki ya da daha fazla polipeptit zinciri
icermeleri, farkli genlerin iirtinleri olmalari ve dokuya 6zgii olmalarinin yani sira farkli

amino asit dizilimlerine sahiptirler (Devlin, 2002).

Tripsin ve pepsin gibi baz1 enzimler sadece polipeptit zincirlerinden
olusmaktadir. Bu nedenle bagka bir gruba ihtiya¢ duymazlar. Baz1 enzimler aktivite
gosterebilmeleri i¢in yapilarinda protein olmayan bir kimyasal gruplara ihtiyac
duyarlar. Bunlar demir, ¢inko, mangan, magnezyum veya gibi kofaktor adi verilen
inorganik iyonlardir. Koenzim adi verilen bu iyonlar, organik veya metalorganik
bilesikler olabilir ve bunlarin ¢ogu vitaminlerden elde edilmektedir (Nelson at al.,
2008).

Enzimler, genel olarak protein yapida olmalarinin yani sira bazi tiir enzimlerin
protein yapilarina, protein olmayan daha kiigiik organik ya da anorganik yapilarin
baglanmasi sonucu olusan farkli bir protein yapisi1 bulunmaktadir. Bu tiir enzimlerin
yalnizca proteinden olusan ve igeriginde kofaktér olmayan inaktif olan kismina
‘Apoenzim’, kofaktdr ve koenzimlerin tiimiinii barindiran katalitik aktif durumuna
‘Holoenzim’ ad1 verilmektedir. Enzimin aktivitesini gosteren inorganik yapidaki yan
gruplara ise ‘Kofaktor’,organik yapidaki yan gruplara ise de ‘koenzim’ adi

verilmektedir (Onal, 2010).

Enzim saflastirma islemi ¢ok zor bir siirectir. Ciinkii enzimlerin ¢ogu protein
yapisinda olduklarindan dolayr ortam sartlarinin degismesine karsi hassasiyet
gostermektedirler. Bu nedenle ¢ozeltilerdeki enzim miktari, enzimin etkiledigi substrat
molekiiliiniin yan1 sira reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan {iriin veya enzimatik
reaksiyonlarin yol acti1 farkli parametreler tarafindan da belirlenmektedir (Soyiit,
2006). Enzim Kkatalizli reaksiyon hizin1 etkileyen en Onemli faktorler ligand
konsantrasyonu (substratlar, inhibitorler, aktivatorler), enzim konsantrasyonu,

sicaklik, pH ve iyonik siddettir (Segel, 1991).

Substrat konsantrasyonu: Enzim miktar1 sabit tutularak substrat miktar

arttirllarak reaksiyon hizi maksimum seviyeye (Vmax) vardiginda bir artma



gosterecektir. Bu seviyeden sonra substrat konsantrasyonundaki artis hizi

artmamaktadir.

Enzim konsantrasyonu: Cok fazla substrat konsantrasyonun varliginda, enzim
konsantrasyonu arttikca enzim katalizli reaksiyonun hizi artmaktadir. Bir siire sonra
reaksiyonu gergeklestiren enzim denatiirasyona ugramaktadir. Bunun sonunca
ortamdaki substrat konsantrasyonu arttirildiginda enzim aktivitesini kaybettiginden

dolay1 doniisiim saglanamamaktadir ( Wilson and Walker, 2010).

Sicaklik: Kimyasal reaksiyonlarda olmak Tlizere enzimlerin katalizledigi
reaksiyonlarin hizlart sicaklik artigina bagli olarak artis gostermektedir. Sicakligin
10°C arttirilmasi, enzimlerin aktivitesini %50 ile %100 oraninda bir artis
sergilenmektedir. Reaksiyon sicakligindaki 1 ya da 2 derecelik artislar ise %10 ila %20

arasinda aktivasyon hizina etki etmektedir.

pH Etkisi: Enzimler pH degisikliginden kolayca etkilenmelerinden dolay1 her
enzimin optimum sartlarda ¢alistig1 bir pH degeri bulunmaktadir (Kurland and Pilkis,

1995).

Inhibitor Etkisi: Enzimin katalitik etkisini yavaslatan ve bazi durumlarda
katalizi sonlandiran bilesenlere enzim inhibitorleri denir. Enzim inhibitorleri
yarigmall, yarismasiz ve yari-yarismali olmak iizere etki gdstermektedir. Inhibisyon
mekanizmas1 hakkindaki ¢ogu teori, enzim substrat kompleksi ES’nin varligina

dayanmaktadir (Kurland and Pilkis, 1995).

Aktivator Etkisi: Enzimlerle birleserek enzim katalizli reaksiyonlarin hizini
arttiran maddelere aktivator denir. Metabolizma kontroliindeki enzimlerin

regiilasyonunda rol oynamaktadir.

1913’°te Leonor Michael ve Maud Menten, enzim ve substrat kombinasyonunu
ilk kez 6ne stirmiiglerdir. Bu yaklasimda enzim [E], substrat [S], enzim-substrat [ES]
kompleksinin hizli bir sekilde dengeye ulasmasi ve ES’nin geri kazaniminin ¢ok daha

yavas oldugu varsayilmaktadir.

E+S ES —— EP E+P

Sekil 1. 2. Enzim-Substrat kombinasyonu



K1, substrat [S] ve enzim [E]’den enzim-substrat kompleksi ES’nin olusumu i¢in
sabit bir oran olmaktadir. K, ise ES kompleksinin substrata ve serbest enzime
ayrismasinin ters reaksiyonu i¢in sabit bir oranidir ve K3 iiriinii [P] ve serbest enzim

olusumunun hiz sabitini agiklamaktadir (Suzuki, 2015).
1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Insanlar icin esansiyel bir element olan oksijenin hiicreler tarafindan enerji
tiretilmesi i¢in kullanilmasi sonucunda ortaya ¢ikan ATP ile kararsiz elementler de
ortaya ¢cikmaktadir. Bu karasiz elementlere 6rnek olarak Reaktif oksijen tiirleri veya
reaktif nitrojen tiirleri verilebilir. Ortaya ¢ikan bu elementler duruma gore toksik veya
faydali etkiler yapabilmektedir. ROS ve RNS arasinda olusan hassas denge hayatin
Oonemli bir yonii olmaktadir. Bagisiklik ve hiicresel fonksiyonlar iizerinde diisiik ve
normal seviyelerde ki ROS ve RNS’ler faydali etkiler gostermektedir. Artan
konsantrasyon sonucunda hiicre yapisina zarar veren bir siire¢ olan oksidatif stres
olusumu goriilmektedir. (Halliwell, 2007; Valko et al., 2007; Halliwell and gutteridge,
2007; Genestra, 2007; Pacher et al., 2007; Bahorun et al., 2006; Valko et al., 2004;
Droge, 2002; Willcox et al., 2004; Young and Woodside, 2001). Kanser, artrit,
otoimmiin bozukluklar,yaslanma, oksidatif stres, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi dejeneratif ve kronik rahatsizliklarin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir. Insan viicudu, dogal, disaridan veya takviyeler yoluyla saglanan
antioksidanlar iireterek oksidatif strese karst savunma mekanizmasma sahip

olmaktadir (Pham et al., 2008).

Hiicre i¢i ve Hiicre dis1 kaynakli antioksidan molekiiller bu radikallerin zararh
etkilerini ortadan kaldiran temizleyiceler olarak rol almaktadirlar. Bundan dolay:
bagisiklik sistemi ve ¢esitli hastaliklara karsi riski ortadan kaldirabilmektedirler
(Valkoetal., 2006; Valko et al., 2005; Parthasarathy et al., 1999; Frei, 1997; Chatteriee
et al., 2007).

Serbest radikaller, molekiillerden, her parca bir elektron tutacak sekilde
kimyasal bir bagin kirilmas, bir radikalin baska bir radikal vermek iizere pargalanmasi
ve ayrica redoks reaksiyonlari yoluyla da olugmaktadir (Halliwell and gutteridge,
2007; Bahorun et al., 2006). Serbest radikaller peroksil (ROO), hidroksil (OH"), lipit
peroksil (LOO"), siiperoksit (O27) ve alkoksil (RO") gruplar1 i¢cermektedir. Ayrica
hipokloréz asit (HOCI), singlet oksijen (O), hidrojen ozon (Os3), peroksit (H202),



nitrik asit (HNO), dinitrojen trioksit (N20s3), peroksinitrit (ONOO") ve lipit peroksit
(LOOR), serbest radikaller degillerdir ve genellikle oksidanlar olarak adlandirilirlar.
Bu oksidanlar kararsiz yapilari nedeniyle serbest radikallerin artmasina bunun
sonucunda oksidatif stres olusumuna sebebiyet vermektedir (Genestra, 2007; Pham et
al., 2008). Buradan anlasilmasi gereken, serbest radikal olusumu ¢esitli molekdiller ve

gevresel kosullar tarafindan tetiklenebilmektedir.

ROS ve RNS iiretimi enzimsel ve enzimsel olmayan reaksiyonlar sonucu
meydana gelmektedir. Fagositoz ve prostaglandin sentezi bu kararsiz radikallerin
enzimatik reaksiyon sonucu olusumunu &rnek olarak verilebilir. (Halliwell and
gutteridge, 2007; Bahorun et al., 2006; Valko et al., 2004; Valko et al., 2007; Valko et
al., 2007; Droge, 2002; Willcox et al., 2004; Pacher et al., 2007; Genestra, 2007;
Halliwell, 2007). Ornegin NADPH oksidaz, siiperoksit anyon radikali (O2),
peroksidazlar, ksantin oksidaz gibi birka¢ hiicresel oksidaz sistemi araciligiyla
tiretilmektedir. Olusan hidrojen peroksit (H20.), siiperoksit anyon radikali (O2),
peroksinitrit (ONOQ"), hidroksil (OH"), HOCI vb. gibi gesitli ROS ve RNS’ler veren
bir¢ok reaksiyonlara katilmaktadir. Hidrojen peroksit, amino asit oksidaz ve ksantin
oksidaz dahil olmak iizere ¢esitli oksidaz enzimlerinin etkisiyle iiretilmektedir. Son
olarak da hipoksantinin ksantine ve ksantinin iirik aside oksidasyonunu da katalize
etmektedir. In vivo ortamda en reaktif serbest radikal olan OH", demir veya bakir
(katalizor) varliginda siiperoksit anyon radikali’nin hidrojen peroksit ile reaksiyonuyla
olugsmaktadir. Bu reakiyon Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir (Valko et al., 2004;
Valko et al., 2007; Droge, 2002; Willcox et al., 2004; Pacher et al., 2007; Genestra,
2007). Hipoklor6z asit (HOCI), hidrojen peroksit varliginda miyeloperoksidaz enzimi
tarafindan tiretilmektedir. NO biyolojik dokularda L-arginin’in oksit sentaz tarafindan
sitriiline oksadasyonundan olugmaktadir (Valko et al., 2004; Valko et al., 2007; Droge,
2002; Willcox et al., 2004; Pacher et al., 2007; Genestra, 2007).

ROS ve RNS, eksojen veya endojen kaynaklardan iiretilmektedir. Endojen
serbest radikaller, zihinsel stres, iltihaplanma, asir1 egzersiz, enfeksiyon, bagigiklik
hiicresi aktivasyonu, kanser vb. rahatsizlarda ortaya ¢ikmaktadir. Insan sagligm
etkileyen ¢evresel faktorler ve bazi ilaglar organizmada ROS ve RNS birikimine neden
olabilmektedir ( Valko et al., 2007; Droge, 2002; Willcox et al., 2004; Pacher et al.,
2007; Genestra, 2007; Halliwell, 2007; Young and Woodside, 2001; Valko et al.,
2006; Valko et al., 2005; Parthasarathy et al., 1999; Frei, 1997).



Viicuda farkli yollardan girmesinin sonucunda bu eksojen bilesikler par¢alanir
veya serbest radikallere metabolize edilirler. Hiicresel yapilarin olgunlagma siireci igin
diisiik veya orta konsantrasyonlarda, ROS ve RNS gereklidir. Fagositler (makrofajlar,
noétrofiller, monositler), istilac1 patojenik mikroplar1 yok etmek i¢in hastaliga karsi
viicudun savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak serbest radikalleri salgilarlar
(Droge, 2002; Willcox et al., 2004; Pacher et al., 2007; Genestra, 2007; Halliwell,
2007; Young and Woodside, 2001). Graniilomat6z hastalig1 olan hastalarda, bagisiklik
sistemi tarafindan ROS iiretiminin 6nemi ac¢ik¢a Orneklenmistir. Bu hastalarda, zara
bagli eksik NADPH oksidaz sistemi vardir. Bunun sonucunda siiperoksit anyon
radikali (O2") tiretemez hale getirir ve boylece kalici enfeksiyona neden olur (Valko et
al., 2007; Droge, 2002). Serbest radikallerin bir diger faydali etkisi ise hiicre i¢i sinyal
sistemindeki rolleridir (Pacher et al., 2007; Genestra, 2007; Halliwell, 2007). Fagositik
olmayan NADPH oksidaz izoformlar1 tarafindan tiretilmeleri, kardiyak miyositler,
endotel hiicreleri, fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve tiroid dokusu dahil
olmak {izere ¢esitli fagositik olmayan hiicrelerde hiicre i¢i sinyalinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir (Pacher et al., 2007). Serbest radikallerin diger bir faydal
aktivitesi, mitojenik bir tepkinin uyarilmasidir (Pacher et al., 2007; Genestra, 2007).

Serbest radikal ve oksidanlarin tiretiminin artmasiyla hiicre zarlarimi, proteinleri,
lipitleri, lipoproteinleri ve DNA gibi molekiillerin yapilarina zarar vererek oksidatif
stresi meydana getirirler. (Droge, 2002; Willcox et al., 2004; Pacher et al., 2007,
Genestra, 2007; Halliwell, 2007; Young and Woodside, 2001). Hiicrelerde olusan
fazla serbest radikaller yeterince yok edilemediginde ortaya oksidatif stres ¢ikabilir.
Diger bir ifadeyle, oksidatif stres, serbest radikallerin olusumu ve nétrolizasyonu
arasmdaki dengesizlikten dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. Ornek olarak, yiiksek miktarda
hidroksil radikali ve peroksinitril, lipid peroksidasyonu ile hiicre zar1 yapisina ve
lipoproteinlere zarar vermektedir. Gergeklesen bu reaksiyon, hiicre i¢i toksik ve
mutasyon kaynagi olan malondialdehit bilesiklerinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.
Radikal bir zincir reaksiyonu lipit peroksidasyonunu olugmaktadir. Yani bir kez
basladiktan sonra hizla yayilarak ¢ok sayida lipid molekiillerini etkilemektedir (Frei,
1997). Proteinler ayrica ROS / RNS tarafindan hasar gorerek yapisal degisikliklere ve
enzim aktivisi tizerinde aktivite kaybma yol acar. (Halliwell, 2007; Young and
Woodside, 2001; Valko et al., 2006; Valko et al., 2005; Parthasarathy et al., 1999; Frei,
1997). Mutasyonlarda ortaya cikan farkli oksidatif DNA lezyonlari, DNA’daki



oksidatif hasar sonucu oligmaktadir. Viicut, DNA onarim enzimlerini veya
antioksidanlar1 kullanarak bu saldirilara karsi ¢esitli savunma mekanizmasi
gelistirmektedir (Willcox et al., 2004; Pacher et al., 2007; Genestra, 2007; Halliwell,
2007). Oksidatif stres, uygun sekilde diizenlenmedigi takdirde, gesitli kronik ve
dejeneratif hastaliklarin yani1 sira yaslanma siirecini ve bazi akut patolojileri

tetikleyebilmektedir (Pham et al., 2008).

Viicut, endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar lireterek oksidatif strese
kars1 koymak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Antioksidanlar, hiicreleri toksik
etkilerine karst korumak, serbest radikallerin fazlaligin1 notralize etmek ve

hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunmaktadir (Pham et al., 2008).

Hiicre tarafindan ireten bilesikler, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir. Serbest radikallerin ndtrolizasyonunda yer
alan Onemli antioksidan enzimler; katalaz (CAT), siliperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gosterilmektedir (Willcox et
al., 2004; Pacher et al., 2007; Genestra, 2007; Halliwell, 2007; Young and Woodside,
2001; Valko et al., 2006; Valko et al., 2005).

Enzimatik olmayan antioksidanlar ayrica metabolik antioksidanlar ve besleyici
antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Endojen antioksidanlara ait metabolik
antioksidanlar lipoid asit, glutatyon, L- ariginin, koenzim Q10, melatonin, iirik asit,
bilirubin ve transferrin vb. gibi viicutta metabolizma tarafindan tiretilmektedir (Droge,
2002; Willcox et al., 2004) Eksojen antioksidanlara ait besleyici antioksidanlar,
viicutta liretilemeyen ve besinlerle veya takviyelerle alinmasi gereken C vitamini, E

vitamini, karotenoidler, eser metaller ve yag asitleri olarak 6rnek verilmektedir (Pham

et al., 2008).
1.3. Glutatyon

Tiyol grubu gii¢lii bir indirgeyici ajan olan glutatyon (GSH), glutamin, sistein ve
glisin amino asitlerinden olusan suda ¢6ziiniir bir tripeptiddir. GSH bazi dokularda
milimolar konsantrasyonlara ulasan en bol hiicre i¢i kiiclik molekiillii tiyol haline
getirir. Glutatyonun 6nemi, bitkilerde, memelilerde, mantarlarda ve bazi prokaryotik
organizmalarda yaygin olarak kullanilmasindan anlasilmaktadir (Anderson, 1988).

GSH, detoksifikasyona ek olarak, glioksalaz sistemi, riboniikleotitlerin indirgenmesi,



tiyol:distilfit reaksiyonlarmin diizenlenmesi dahil olmak {izere diger hiicresel

reaksiyonlarda da rol oynamaktadir (Mullineaux, 1997).
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Sekil 1. 3. Glutatyonun yapisi

GSH, tiyolii azaltilmis ve disiilfid oksitlenmis (GSSG) formlarda bulunmaktadir
(Kaplowitz et al., 1985). GSH baskin formdur ve toplam GSH’nin %98’ini olusturur
(Akerboom et al., 1987; Ballotori et al., 2009; Forman et al., 2009). Okaryotik hiicreler
tic ana GSH rezervuarina sahiptir. Hiicresel GSH’1n %80-85’1 sitozolde, %10-15’1
mitokondride ve kiiciik bir ylizdesi endoplazmik retikulumda bulunmaktadir. GSH’1n
yapisi, glutamat ve GSH sisteinini baglayan peptit bagmnin, a-karboksil grubu yerine
glutamatin y-karboksil grubu araciliiyla olmasi bakimindan benzersiz olmasidir. Bu
bagi hidrolize edebilen tek enzim, yalnizca y-glutamiltranspeptidazdir (GGT). Sonug
olarak GSH hiicre i¢i bozunmaya kars1 direnclidir ve yalnizca hiicre dis1 olarak GGT
ifade eden hiicreler tarafindan metobolize edilmektedir. Bu durum GSH’nin
parcalanmasina ve onu olusturan amino asitlerin hiicreler tarafindan alinmasma ve
GSH’a yeniden katilmasina izin vermektedir. Plazma GSH’nun biiytik bir kismu,
sentezledigi GSH’nin neredeyse tamamini plazma ve safraya tasiyarak GSH’in
organlar arast homeostazinda merkezi bir rol oynayan karacigerden
kaynaklanmaktadir (Ookthtens and Kaplowitz, 1998; Lauterburg et al., 1984; Lu,
1999).

GSH, antioksidan savunma, ksenobiyotiklerin veya metabolitlerinin
detoksifikasyonu, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin ve apoptozun diizenlenmesi,
sisteinin depolanmasi, redoks potansiyelinin siirdiirtilmesi, bagisiklik fonksiyonunun
modiilasyonu ve fibrojenez dahil olmak {iizere bircok hayati fonksiyonda rol
oynamaktadir (Ballatori et al., 2009; Forman et al., 2009; Meister and Anderson, 1983,
Pallorda et al., 2009; Lu, 2009).
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Glutatyon, dokularda indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG)
olmak iizere iki fakli formda bulunarak bir denge saglamaktadir. Hiicre i¢i sivilarda
GSH, glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi ile GSSG’a doniistiiriilmektedir (Arrick ve
Nathan,1984). GSSG daha sonra NADPH’1 hidrojen kaynagi olarak kullanarak tekrar
GSH’a indirgemektedir (Demirkol ve Ercal, 2012).
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Sekil 1. 4. GSH yapisi
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Sekil 1. 5. GSSG yapisi

GSH’nin antioksidan islevi, biiyiik olgiide glutatyon peroksidaz (GPx) ile
katalize edilen reaksiyonlar tarafindan saglanmaktadir. Bu durumda GSH, GSSG’ye
oksitlenirken hidrojen peroksit ve lipid peroksidi azaltmaktadir. GSSG, NADPH"1
glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar GSH’ye indirgenerek bir redoks dongiisii
olusturmaktadir (Lu, 2009). GSSG miktarindaki artis oksidanlarin sebep oldugu doku
hasarlari ile sonu¢lanmaktadir. Buna bagli olarak GSH/GSSG oran1 da degismektedir
(Meister and Anderson, 1983). Hiicrenin oksidatif durumu hakkinda hiicresel dongii
anahtar1 olarak gorev yapan GSH/GSSG fikir vermektedir. GSH/GSSG oraninin ¢ok
diisiik olmasi oksidatif stresin o oranda ilerlemis oldugu sonucuna varilir (Schafer and
Buettner, 2001). Oksidatif stres, hiicrenin GSSG’yi GSH’ye indirgeme potansiyelini
astiginda redoks dengesinde 6nemli bir hatadan kacinmak i¢in, GSSG aktif olarak
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hiicre digina taginir veya bir protein siilfidril grubu ile reaksiyona girerek karigik bir
distilfid olusumuna yol acabilir. Boylece siddetli oksidatif stres, hiicresel GSH’yi
tiketmektedir (Lu, 2009).

Oksidatif strese maruz kalma, serbest radikallerin noétralizasyonu ve
ksenebiyotiklerin deteoksifikasyonlar1 da dahil olmak iizere GSH proteinlerdeki
disiilfit baglarini indirgemektedir (Smirnova and Oktyabrsky, 2005). Hiicre igi
peptidazlar tarafindan p-glutamil baginin varligi sayesinde tripeptidin bozulmasi
engellenmektedir. Sisteinin -SH grubu bir elektron verici davranisi gostererek GSH
indirgeyici Ozellikler vermektedir. Ayrica serbest radikallerin uzaklagtirilmasini da

saglamaktadir (Meister and Anderson, 1983).

GSH tiim hiicrelerin sitozoliinde 2 adimda sentezlenmektedir. ilk adimda y-
glutamilsistein sentetaz tarafindan katalize edilen L-glutamat ve L-sisteinden y-L-
glutamat-L-sistein olusturulur. Ikinci adimda ise GSH sentetazin katalizlenmesi
sonucu y-L-glutamin-L-sistein molekiiliine L-glisin ilave edilerek GSH olusturulur.
(Demirkol ve Ercal, 2012). Hiicrede farkli formlarda bulunan GSH’in en 6nemlileri
GSH, GSSG, GSS-protein kompleksi, karisik disiilfitler sistein, o-pantetein ve
koenzimA gibi SH grubu igeren diisiik molekiil bilesiklerdir (Smirnova and
Oktyabrsky, 2005).

GSH igerdigi gamma (y) baginin etkisi ile zor pargalanabilen bir molekiil
olmaktadir ve GSH‘u pargalamada gorev alan tek enzim y-glutamil transpeptidaz
enzimidir. Y'glutamil ve L-sisteinil- glisin seklinde GSH’u y-glutamil transpeptidaz
enzimi ayirmaktadir. Daha sonra L-sisteinil-glisin, dipeptitaz enzimi yardimiyla hiicre

tarafindan tutulan sistein ve glisine pargalanir (Smirnova and Oktyabrsky, 2005.)

Kisaca glutatyon bir antioksidan molekiil olarak hiicre, doku ve organ
sistemlerinin yapisal ve fonksiyonel formlarinin korunmasinda 6nemli bir etkiye
sahiptir. Cok fazla oksidatif stres sonucu veya diisiik antioksidan potansiyalinde
antioksidan hasar gozlenmektedir. Bu nedenle gulutatyon seviyesi diiser ve serbest
radikal hasarlar1 sonucunda patolojik hastaliklar goriiliir. GSH; yaslanma, kanser,
ateroskleroz ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin temelinde yer almasi

acisindan 6nem tagimaktadir (Aksoy, 2002).
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1.4. GR (Glutatyon Rediiktaz)

GR (Glutatyon: NADP+ oksidorediiktaz, E.C. 1.8.1.7: GR) flavoenzimin piridin
niikleotit disiilfid oksidorediiktaz ailesine ait enzimdir (Veine et al., 1998).
Tioredoksin rediiktaz ve lipoamid dehidrojenaz iceren GR enzimi GSSG’ye eslik eden

NADPH oksidasyonunun indirgenmesini katalize eder (Bohme et al., 2000).

-~ > 7 22
Glutathi;&

r\/ §

Sekil 1. 6. GR enzimin 3 boyutlu yapist

Bu reaksiyon, kirmizi kan hiicresinde yiiksek GSH/GSSG oranini korumak igin
onemlidir (Wong et al., 1989). GR ayrica redoks homeostazinda da énemli bir rol
oynamaktadir (Bauer et al., 2006). Insan hiicrelerinde protein oksidasyonun
korunmasinin yani sira glutatyona bagimli antioksidan sisteminin de anahtar enzimidir

(Yawata and Tanaka 1974; Kanzok et al., 2001).

1931 yilinda glutatyonun davranisini inceleyen Hopkin ve Illiott, termolabil
sistemin glutatyondan disiilfiti indirgeme kapasitesine sahip oldugunu bulmus ve
glutatyonun 1iyi beslenmis hayvanlarin karacigerlerinde, a¢ kalmis hayvanlarin
karacigerlerine gore daha hizli azaldigin1 gézlemlemistir. Kisa bir siire sonra Mann
1932 yilinda, anaerobik kosullar altinda glikoz dehidrogenazin varliginda glikoz
araciligiyla glutatyonun indirgendigini gostermistir. Daha sonra Meldrum tarafindan
bozulmamus eritrositlerde hemen hemen aynm1 anda hizli azalma ve ¢ok daha yavas
oksidasyon gozlemlenmistir. Bu ¢aligmanin ardindan 1933 yilinda Meldrum, heksoz
monofosfatin aerobik ve anaerobik kosullar altinda glutatyonu azaltma kabiliyetine

sahip oldugunu kanitladi.

Hidrojenin koenzim ll-dehidrojenazlardan oksitlenmis glutatyona aktarilmasini

saglayan bugday tohumundan gelen enzim ilk olarak Conn ve Vennesland tarafindan
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1951 yilinda glutatyon rediiktaz (GR) olarak adlandirildi. Rall ve Lehninger tarafindan
bezelye tohumlarinda ve sigan bobrek, karaciger, dalak, kalp kasi, beyin ve iskelet kasi
icinde de GR enzimini tespit etmislerdir. 1954 yilinda Asnis GR’nin bir flavoprotein
oldugunu ve FAD’1n yapisinda bir grup olarak bulundugunu kanitladi. Langdon daha
sonra si¢can karacigerinden ekstrakte edilen GR’nin kofaktor getirmedigini ve flavin
niikleotit i¢ermedigini bildirmistir. 1963 yilinda Mapson ve Isherwood GR’nin

flavoprotein oldugunu yaptiklar1 ¢alismada gostermislerdir.

GR, oksitlenmis glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH)
doniistimiinii katalize ederek GSH ve GSSG oranini belli bir seviyede tutan 6nemli bir
enzimdir. Reaksiyonun gerceklesmesi ig¢in ortamda NADPH gereklidir. Ortamda
gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolu ile saglanmaktadir. Glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) ile GR enzimi arasinda bulunan bu baglanti Pentoz fosfat yolu
sonucunda meydana gelmektedir. G6PD enziminin c¢alismamasi sonucu olarak
NADPH iiretimi etkilenmektedir. NADPH iiretiminin azalmasi sonucunda glutatyon
rediiktaz enziminin islevini etkilemektedir. Diger yandan GR’nin aktivite diisiikligii

ise glutatyon olusumunu etkilemektedir. (Ciftci vd, 2000; Keha & Kiifrevioglu, 2004).

GSSG+NADPH —s, 2GSH + NADP'

Sekil 1. 7. GR enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon

GR enzimi tarafindan katalize edilen reaksiyon, hiicresel redoks durumunun bir
gostergesi olarak kabul edilen ve bu nedenle biiyiik 6nem tasryan GSH/GSSG oraninin

korunmasini saglar (Meister, 1983; Wu et al., 2004).

GR katalize ettigi reaksiyonda NADPH koenzimi ihtiyaci, hayvan ve bitki
dokularindaki bazi enzim sistemleri taratindan saglanir. Pentoz fosfat metabolik yolu

bu enzim sistemlerinden en iyi bilinenidir (Halliwell and Gutteridge, 2015).

Pentoz fosfat metabolik yolunun iki adimi vardir. Bunlar oksidatif olan ve
oksidatif olmayan metabolik yollardir (Cabezas vd, 1999). Oksidatif asama,
hiicrelerde NADPH nin kaynagi olmaktadir. Bir molekiil glikoz-6-fosfat molekiilii
i¢in bir molekiil riboz-5-fosfat gerekir sonug olarak bir molekiil karbondioksit (CO2)
ve iki molekiil NADPH olusmaktadir (Champe et al., 2007).
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Oksidatif asamanin reaksiyonunu ilk katalize eden enzim glukoz-6-fosfat
dehidrojenazdir (G6PD). Bu ilk reaksiyon, glikoz-6-fosfatin (G6P) 6-fosfo-D-
glukonata (6GP) doniisiimiinii katalize etmektedir. Oksidatif asamanin ikinci
reaksiyonu 6-fosfoglukonat dehidrojenaz (6PGD) tarafindan katalize edilir (Champe
etal., 2007).

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimine NADPH" saglanmasiyla pentoz fosfat
metabolik yolun hizi kontrol edilir. Glutatyon rediiktaz enziminin katalize ettigi
reaksiyonda, eger NADPH oksitlenir ve bununla beraber [NADPH] / [NADP™] orani
diiserse, metabolik yol NADPH’yi yenilemek i¢in hizlanir (Halliwell and Gutteridge,
2015). Pentoz fosfat metabolik yolagina ek olarak, sitosolik NADPH, malik enzim
tarafindan katalize edilen malat katalizli piriivat olusumunun reaksiyonuyla da tiretilir

(Aksoy, 2000).

GR, motokondri, sitozol ve peroksizomlarda bulunmasinin yanisira ¢ogunlukla

kloroplastlarda bulunmaktadir (Edwards et al., 1990).

Hiicrede GR ve GSH eksikligi oksidatif hasara neden olmaktadir. Bunun
sonucunda Parkinson, Alzheimer, orak hiicreli anemi, karaciger ve akciger hastaliklari,

kistik fibroz, inme, kanser ve sizofreni olmak lizere hastaliklara sebep olmaktadir

(Townsend et al., 2003; Wu et al, 2004).
1.5. Agir Metaller

Metallerin islenmesi ve kullanilmasi ¢ok eski tarihsel gelisime dayanmaktadir.
Metaller iizerindeki prosesler ve kullanimlar sonucunda metallerin dogal dongiilerinin
disinda farkli formlar ortaya ¢ikmistir. Bunlardan biri sanayi devrimi ile birlikte ortaya
cikan enerji ihtiyacinm1 ¢ok biliylik Olclide karsilamak igin birgok sanayilesmis
bolgelerde agir metal igeren komiirler kullanilmaya baglanmigtir. Bunun sonucunda bu

bolgelerde agir metal kirliliginde artis meydana gelmistir (Kahvecioglu vd 2003).

Agir metaller terimi, atomik yogunlugu 4 g/ cm®’ten fazla veya sudan 5 kat veya
daha fazla olan metaller ve metaloidler grubu igin gecerli olan genel bir terim
olmaktadir (Hawkens, 1997). Agir metaller arasinda ¢inko (Zn), kobalt (Co), nikel
(Ni), kadminyum (Cd), arsenik (As), giimiis (Ag), demir (Fe), krom (Cr), kursun (Pb)
ve platin grubu elementleri yer almaktadir (Nagajyoti et al., 2010).

Agir metallerin viicutta birikmesinin insan saghgini olumsuz etkiledigi

kanitlanmistir. Arsenik, kursun, aliminyum, demir, civa ve kadminyum gibi agir
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metaller insan sagligini olumsuz etkilere neden olacak baslica metallerdir. Bu metaller
viicuda deri veya solunum yollar1 veya agir metallerin kontamine igcme suyu ve
yiyecekler yoluyla alinmasi1 gibi ¢esitli yollarla da maruz kalabilmektedir. Ayrica agir
metaller viicutta oksijen ve kloriir gibi baz1 bilesiklerle reaksiyona girerek kendi toksik

etkilerini gosterebilirler (Rusyniak et al., 2010).

Viicutta agir metallerin birikmesi insan viicudunun ana metabolik siirecini yok
eder ve ayn1 zamanda antioksidan dengesizligine yol acar. Benzer sekilde esansiyel
enzimlerin fonksiyonu ve ¢ok sayida hormonun aktivitesi de etkilenmektedir (Dhir et
al., 2011). Agir metaller, kalp, beyin, karaciger ve bobrekler gibi insan viicudunun
Oonemli organlarinda birikerek metabolik islevlerine ¢esitli sekillerde miidahale eder

ve bununla birlikte organlarda biyolojik fonksiyonlarini bozabilir (Al- Samman, 2015)

Bir¢ok calismalar sonucunda, agir metal birikiminden kaynaklanan cesitli
kanserojen yollar bulmuslardir. Sonu¢ olarak agir metallerin kanserojenligi ve
mutajenitesinin oksidatif stresin indiiklenmesi ile iligkili oldugunu gostermistir. Bazi
arastirmacilar, biyolojik sistemlerdeki redoks reaksiyonlarinin nikel, kobalt, krom ve
arsenik gibi kanserojen metal iyonlar1 tarafindan ortaya c¢iktigini belirtmislerdir.
Olusan reaksiyonlar sonucu meydana gelen serbest radikaller, DNA ve proteinlerde
oksidatif hasara sebep olmaktadir. Bu redoks reaksiyonlariin tirettigi tiirler, DNA nin
dogrudan zarar gérmesine ragmen, insanlarda kansere neden olan iki énemli isleve
daha sahip olmaktadir. Biri redoks duyarli transkripsiyon faktorlerin aktivasyonu,

digeri mitotik sinyal olarak roliinii igermektedir (Genestra, 2007).

Agir metallerin depoalanmasiyla birlikte viicutta ana metabolik siireclerin yok
olmasina ve antioksidanlardaki dengesizlige neden olarak benzer sekilde hormonlarin
aktivite ve enzimlerin iglevlerinide etkilemektedir (Jayawardena et al., 2017). Bunun
sonucunda agir metallerden etkilenen molekiiler yollardan bagimsiz olarak, sonunda
norolojik hastaliklara bobrek fonksiyonlarinda bozulmaya, farkli kanser tiirlerine ve
diger endokrin hastaliklara yol acabilen oksidatif strese neden olabilen reaktif oksijen

tirleri iretirler (Qayyum et al., 2012).
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1.6. Iskorpit Bahg (Scorpaena porcus L.)

Sekil 1. 8. Iskorpit Balig1 (Scorpaena porcus L.)

Turan (2007), Aksiray (1987) ve Mater vd. (1989) Iskorpit balig1 (Scorpaena

porcus) sistematikteki yerini sdyle agiklamaktadir:
Alem: Hayvan
Ust smif: Gnathostamata
Sinif: Osteichtyes
Alt siif: Actinopterygii
Takim: Scorpaenidae
Aile: Scorpaenidae
Cins: Scorpaena
Tiir: Scorpaena porcus Linnaeus

Iskorpit baliklar1 16-18 y1l yasayan, yavas hareket eden ve akintili bdlgelerde
yasayan Scorpaenidae ailesinin uzun omiirlii bir tiyesidir (Aksiray, 1987). Morfolojik
ozellikleri dikkate alindiginda bas yapis1 biiyiik ve uzunlugu eninden fazla olmaktadir.
Govde rengi siyaha yakin diizensiz benekler ile kahverenginin agik ve koyu
tonlarindadir (Ferri et al., 2010). Yiizge¢ kisimlarinda zehir maddesi salgilayan
dikenler bulunmaktadir. Bu dikenlerin kisimlarinda, ¢abuk iyilesmeyen yaralar ve aci
veren zehir keseleri bulunmaktadir (Aksiray, 1987). lIyi bir renk uyumu
gostermelerinin yani sira stress altina girdiklerinde yiizgec¢ 1sinlarimi diklestirerek

savunma haline ge¢gmektedirler (Bat et al., 2008).
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Iskorpit balig1 Akdeniz ve Karadeniz havzalarmimn tamaminda goriilmektedir.
Ulkemiz sinirlari icerisinde en fazla Ege, Karadeniz ve Akdeniz’de bulunur. 1000
m’ye kadar derinliklerde yasayan Iskorpit balig1 s1g ve alglerle kapli bolgeleri tercih
etmektedir (Aksiray, 1987).

Denizlerdeki kirlilik esas olarak deniz canlilarinda ve tortullarda birikmektedir.
Bu nedenden dolay1 insanlara besin zinciri yoluyla da insanlara gegmektedir (Tiizen,
2003). En 6nemli kirletici faktorlerden biri olan agir metaller, insan saghgi tizerinde
olumsuz etkilere sahiptir ve oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini indiikleyebilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri lipitler, proteinler ve DNA gibi
hiicre bilesenlerine zarar vermektedir (Siktar ve ark.,2011). Baliklarin biiyiik miktarda
elde edilmesinin kolay olmasi, metal biriktirme potansiyeline sahip olmasi, metal
biriktrime potansiyeline sahip olmasi, uzun Omiirlii olmasi, analiz i¢in optimum

boyutta olmasi nedeniyle iyi bir biyo gosterge olmaktadir (Batvari ve ark. 2007).

Bu tez calismasinda iskorpit balig1 karaciger dokusundan glutatyon rediiktaz
enzimini saflastirarak, saf enzim aktivitesi lizerinde bazi agir metallerin inhibitdrlerin

belirlenmesi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismamizda materyal olarak Iskorpit baligmin (Scorpaena porcus) karaciger

dokusu kullanilmistir.

/

Sekil 2. 1. Iskorpit balig1 ve karaciger dokusu
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2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Coomassie brillant blue G-250, Okside glutatyon, B-
nikotinamidadenindiniikleotidfosfat, fenilmetil siilfonil floriir, potasyum fosfat,
ditiyotreitol, amonyum siilfat, takrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, brom timol
mavisi, amonyum persiilfat, hidroklorik asit, glisin, gliserin, potasyum asetat, sodyum
dodesil siilfat, etilendiamintetraasetikasit, asetik asit, potasyum kloriir, sodyum asetat,
metanol, etanol, 2°,5° ADP-Sepharose 4B, sodyum kloriir,, kadmiyum nitrat, markor,
izopropanol, mangan nitrat, nikel ve krom nitrat kimyasal maddeler bu tez

calismasinda kullanildi.
2.1.2. Kullamlan Malzemeler
Asagidaki malzemeler tez ¢aligmasinda kullanilmistir.
pH metre: Thermo Scientific Orion Star A211
Hassas terazi: Ohaus-Pioneer
Sogutmal1 santrifiij: Hermle Z 326 K
Spektrofotometre: Shimadzu UV-1800
Buzdolabi (+4°C): Bosch GSV33vW30
Vorteks: Velp Scientific Orion StarA211
Saf su cihazi: Niive Water Disteller ND12
Otomatik pipet: ISOLAB, Thermo
Manyetik karistirici: Ika Topolino S1
Derin dondurucu (-20°C): Bosch KSU40623NE
Peristaltik pompa: Gilson Minipuls 3
Elektroforez tanki: Bio Rad Power Pac Basic
Gli¢ kaynagi: Bio Rad Power Pac Basic
Buz makinesi: Scotsman AF 80
2.1.3. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltiler saf su kullanilarak hazirlanmastir.
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2.1.3.1. Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Tamponlar

1: 1 M KH2PO4 (pH=7.0) tampon ¢ozeltisi: KH2PO4’dan 34.025 g alindi ve 200
ml saf su igerisinde ¢ozdiriildii ve pH: 7.0’a ayarlandiktan sonra 250 ml’ye

tamamlanmuistir.

2: GSSG (2 mM) ¢ozeltisi: 12.24 mg GSSG tartilip 10 ml saf su ig¢inde

¢Oziilmistiir.

3: NADPH ¢ozeltisi (2 mM): 16.66 mg NADPH tartilarak 10 ml saf su igerisinde

¢Ozdirildi

2.1.3.2. Diyaliz ve Amonyum Siilfat Céktiirme Isleminde Kullanilan

Tampon Cozeltilerin hazirlanmasi

1: 100 mI’lik 300 mM KH2PO4 (pH: 6.5) tampon ¢ozeltisi: Stok KH2PO4 (1 M)
tampon ¢ozeltisinden 30 ml alinarak 50 ml saf su icerinde pH (6.5)’e ayarlanarak 300

mM seyreltildi. Tampon ¢6zeltinin hacmi 100 ml olacak sekilde tamamlanmustir.

2: 500 ml 30 mM KH2PO4 (pH: 6.5) diyaliz i¢in kullanilan tampon ¢ozeltisi: 1
M stok KH2PO4 ¢ozeltisinden 15 ml eklenerek 200 ml distile su igerisinde pH’ 1 (6.5)

ayarlanarak 30 mM seyreltildi. Tampon ¢6zeltinin son hacmi 500 m1’ye tamamlandi.
2.1.3.3. Afinite Kromatografisi Soliisyonlarin Hazirlanmasi

1: Kolonun paketlenmesi ve dengelenmesi: 50 mM KH2POs+ 1 mM EDTA + 1
mM DTT (pH: 7.3) : 6.845 g KH2PO4, 0.292 g EDTA, 0.156 g DTT tartilarak 800 ml
distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve pH: 7.3’e ayarlandi. Daha sonra 1 1t olacak sekilde

tamamlandi.

2: Afinite kramatografisi kolunu i¢in birinci yikama tamponu: 0.1 M K-asetat,
0.1 M K-fosfat (pH: 7.85): 9.8 g K-asetat ve 13.609 g K-fosfat tartilarak 800 ml saf su
icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH: 7.85’e ayarlandi. Daha sonra 1 It olarak

tamamlandi.

3: Afinite kramatografisi kolonu i¢in ikinci yikama c¢ozeltisi: 0.1 molar
potasyum fosfat + 0.1 M KCI (pH: 7,85): 13.609 g K-fosfat + 7.45 KCI tartilarak 800
ml saf su icerisinde ¢6zdiiriildii. Tamamen ¢oziinen soliisyon pH’s1 7.85 olacak sekilde

ayarlandi. Son hacim 1000 ml olarak ayarlandi.
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4: Eliisyon tamponu: 1 milimolar (mM) EDTA + 50 milimolar K-fosfat + 0.5
milimolar NADPH + 1 mM GSH (pH: 7.3): 0.680 g Potasyum fosfat, 0.0292 g EDTA,
0.0306 g GSH ve 0.0416 g NADPH tartilarak 60 ml saf su igerisinde ¢6zdiiriildii ve

pH: 7.3’e ayarlandiktan sonra 100 ml’ye tamamlandi.

5: Rejenerasyon tamponu : 0.1 M Na-asetat + 0.5 M NaCl (pH: 4.5): 2.05 g Na-
asetat ve 7.305 g NaCl tartilip 200 ml saf su icerisinde ¢ozdiiriildii ve pH: 4.5’¢

ayarlandiktan sonra 250 ml’ye tamamlandi.
2.1.3.4. Jel Elektroforez Cozeltisinin Hazirlanmasi

1: 1.5 M Tris-HCI (pH: 8.8): 9.085 Tris tartildi ve 30 ml saf su igerisinde
¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen tamponun pH’1 ayarlandiktan sonra hacmi 50 ml olacak
sekilde tamamlanmustir.

2: 1 M Tris-HCI (pH: 6.8): 6.055 Tris tartildi ve 30 ml saf su igerisinde
¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen tamponun pH’1 ayarlandiktan sonra 50 ml’ye tamamlandi.

3: %30 Akrilamid-%0.8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 7.5 g akrilamid ve 0.2 g
bisakrilamid 17.3 g saf su ile ¢ozdiiriildii.

4: Numune tamponu : 1 M Tris-HCI (pH: 8) ¢ozeltisinde 0.5 ml alindi. 1 ml
%10’luk SDS + 1 ml %100’lik gliserint+ 1 ml %0.1’lik bromtimol mavisi kimyasallari
aliarak son hacmi 10 ml’ye tamamlandi. Stok olarak hazirlanan bu tampon ¢ozeltiden
kullanim sirasinda 950 pl tampona 50 pl B-merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

5: %10’luk amonyum persiilfat: 0.1 g amonyum persiilfat 1 ml saf su igerisinde
¢ozildii.

6: %10’luk SDS: 1 gram SDS, 9 gram saf su icerisinde ¢oziilmiistiir.

7: Yiriitme tamponu i¢in kullanilan ¢ozelti: 1.51 g Tris + 7.51 g glisin 450 ml
saf su icerisinde ¢ozdiiriildi.

8: Boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol + 10 ml asetik asit + 40 ml saf su i¢inde 0.1
g Coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢ézdiiriilmesiyle hazirlanmistir.

9: Sabitlestirme ¢ozeltisi: %50 izopropanol + %10 TCA, saf su ile son hacmi 1
It olacak sekilde hazirlanmstir.

10: Yikama ¢ozeltisi: 60 ml metanol +20 ml asetik asit + 50 ml saf su ile

hazirlanmastir.
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2.1.3.5. Agir Metallerin Stok Cozeltisi

1: 0.1 M Ni(NOz3)2: 0.364 g tartildi ve 20 ml saf su igerisinde ¢ozdiirtildii.

2: 0.1 M BaCly: 0.416 g BaCl; tartild1 ve 20 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriildii

3: 0.1 M Cu(NOg3)2: 0.374 g Cu(NOs3), tartildi ve 20 ml saf su igerisinde
cozdirtldi.

4: 0.1 M Ag(NOs3): 0.338 g Ag(NOgz) tartildi ve 20 ml saf su icerisinde
¢Ozdiiriildii.

5: 0.1 M Mg(NO3)2:0.296 g Mg(NO3), tartildi ve 20 ml saf su igerisinde
¢ozdirtldi.

5: 0.1 M Cd(NOs)2: 0.472 g Cd(NOs3), tartildi ve 20 ml saf su icerisinde
¢Ozduriildii.

7: 0.1 M Zn(NOz3). : 0.378 g Zn(NOs). tartildi ve 20 ml saf su igerisinde
cozdiiriildii.

8: 0.1 M Cr(NOs)s: 0.238 g Cr(NOs3)s tartildi ve 20 ml saf su igerisinde
¢Ozduriildii.

9: 0.1 M Mn(NOs3)2: 0.392 g Mn(NQO3). tartildi ve 20 ml saf su igerisinde

¢Ozdiirildii.
2.2. Yontem

2.2.1. iskorpit Bah@g Karaciger Dokusundan GR Enziminin Aktivite

Olciimii

GR enziminin aktivitesinin 6l¢timii iki temel prensibe dayanmaktadir. Birinci
reaksiyonda tepkimeye katilan NADPH, 340 nm’de en yiiksek absorbans degerini
gostermektedir. Tepkimenin gergeklestigi ortamda yer alan glutatyon rediiktaz enzimi,

NADPH’1n diismesine neden olmaktadir (Carlberg & Mannervik, 1985).

Ikinci reaksiyon sonucunda iiriin olarak olusan glutatyonun DTNB ile birlikte
tepkime sonucunda olusan bilesigin absorbansinin spektrofotometrik olarak izlenmesi
esasina dayanmaktadir. Bilesin verdigi absorbans spektrofotometrede 412 nm’de takip
edilmesi gerekmektedir. Bunun sonucunda GR enzimi GSH’1n yiikselmesine neden
olmasinin yani sira ortaya ¢ikan GSH, DTNB ile tepkimeye girmesi sonucunda

absorbans yiikselisine neden olmustur (Goudsmit vd, 1988).

Aktivite  Ol¢climii  spektrofotometrede = NADPH’in  oksitlenmesinden

kaynaklanarak, 340 nm’de abzorbans azalis1 izlenerek belirlendi. Olgiimler Kinetics
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rate’de 340 nm’de 3 dk siireyle yapilmistir. Aktivite dl¢lim sonucu kiivet igeriginin

kontrol ve numune miktarlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2. 1. GR aktivite 6l¢lim igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivitesi Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
coreters (mM) (mM)
Saf su 300 200
100 mM KH;PO,4 500 100 500 100
(pH: 7.0)
Homojenat 100
GSSG 100 0.2 100 0.2
NADPH 100 0.2 100 0.2
Toplam miktar 1000 pl 1000 pl

2.2.2. Iskorpit Bahg Karaciger Dokusundan Glutatyon Rediiktaz (GR)

Enziminin Saflastirilmasina Yonelik Yontemler

2.2.2.1. Homojenatin Hazirlanmasi

Calismada kulllanilan iskorpit balig1 materyali Ordu’nun Fatsa ilgesinden bir
balikgidan temin edildi. Iskorpit baliklarinin karaciger dokular: steril ortamda alind.
Yaklagik 7.5 g karaciger dokulari s1v1 azot igerisinde mekanik parcalama iglemine tabi
tutuldu. Numune 50 ml’lik falkon tiipe alinarak tizerine 50 mM KH2PO4 + 1 mM
EDTA + 1 mM DTT + 1 mM PMSF tamponu eklenerek 40 ml’ye tamamlandi. Bu
islemin ardindan numune 15000 rpm ve +4°C’de 60 dk siireyle santrifiij isglemi yapildi.
Santrifiij isleminin ardindan tek kullanimlik pipet yardimiyla filtre kagidindan
stiziilerek siipernatant kismi ayrilarak bagka tiipe aktarildi. Elde ettigimiz homojenat

caligmanin devamai i¢in -20°de saklandi.
2.2.2.2. Amonyum Siilfat Islemi

Protein saflastirilmasi isleminde ilgilenilen proteinin konsantrasyonu arttiritlmasi
icin kullanilan ydntemlerden biri o proteinin ilgilenilmeyen proteinlerden

ayristirtlmasidir. Proteinlerin ¢oziiniirliigii, o proteinin icerdigi hidrofilik ve hidrofobik
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kisimlarin dagilim ile iligkilidir. Bu 6zellikler sayesinde amacimiza uygun olarak
¢oktiirme islemi yapilir. Bu ¢oktliirme islemlerinin fazla tercih edileni yiiksek tuz

derisikleri ile ¢Oktiirmedir.

Proteinler, su igerisinde neredeyse hi¢ c¢oOziilmezler. Ortamdaki nétral tuz
konsantrasyonunun artmasi proteinlerde bulunan hidrofobik kisimlarin su ile
etkilesimini arttirmaktadir. Bu etkilesimin artmasi protein ¢Oziintirliigiiniide
arttirmaktadir. Notral tuz nedeniyle ortamda biriken tuz iyonlar1 proteinin ig
kisimlarinda yer almaya meyilli olan hidrofobik boélgelerin etrafindaki sularin
uzaklagsmasina neden olarak hidrofobik bolgelerin birbirleriyle etkilesiminin artmasini
saglamakta, bu durum ise proteinin ¢okmesiyle sonug¢lanmaktadir. Bu amagla farkl
konsantrasyonlarda amonyum siilfat ilave edilerek ¢okelek olusturulur ve olusturulan
bu c¢okelek santrifiij vasitasyla geri kazanilip uygun tampon kullanilarak tekrar
¢Ozdiiriilir. Bunun sonucunda, istenilen proteini igeren ¢okelek kismi istenmeyen

protein kisimlarindan uzaklastirilmis olur.

Iskorpit balig1 karaciger dokusundan hazirlanan homojenat i¢in amonyum siilfat
islemi boyunca farkli %0-20, %20-40, %40-60, %60-80 araliklarinda ¢oktlirme islemi
gerceklestirildi. Bu islem icin kati (NH4)2SOs parg¢a parca eklenerek manyatik
karigtirict  yardimiyla buz igerisinde homojenata aktarildi. Biitiin ¢Oktliirme

araliklarinda katilacak (NH4)2SOs asagidaki formiille bulunur;

1,77 XV X(52 =S1)

g(NH,),S0O, 354 —51

V:  Enzim numunesinin hacmi
S1: Cozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S2: Istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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Sekil 2. 2. Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi

Bu siire¢ buz igerisinde gergeklestirildi. Her aralik sonrast 15000 rpm’de 30 dk
stireyle santrifiij islemi yapildi. Bu islemin ardindan siipernatant ve ¢okelek kismi
ayrildi. Cokelekler ise 300 mM KH2PO4 (pH: 6.5) tamponu ile ¢oziilerek siipernatant
ve ¢Okelek kisimlarindan enzim aktivitesine bakildi. Enzim aktivite Sl¢limii her
aralikta tekrarlandi ve enzimin aktivite gosterdigi aralik belirlendi. Diger asamalarda

ki caligmalarda ise belirlenen aralikla devam edildi.
2.2.2.3. Diyaliz

Protein ¢ozeltilerindeki tuzlarin uzaklastirilmasinda diyaliz uygulanir. Bu iglem
icin tretilen, gézenekli ve kiiciik molekiilleri gegiren, biiyiik molekiillerin gegmesini
engelleyen genellikle seliiloz asetattan yapilan yar1 gegirgen bir zardan olusan diyaliz
torbas1 kullanilmaktadir. Hazirlanan ¢ozelti diyaliz torbasina aktarilir ve uygun
tampon igerisinde olduk¢a yavas bir sekilde karismasi saglanir. Kiigiik molekiiller,
zardaki osmotik basing dengelenene kadar zardan gegerler. Denge saglandiginda
molekiillerin dig tampona gecisi durur. Bu uygulama boyunca diyaliz torbasinin

icerisinde bulundugu tamponu birkag kez degistirmek gereklidir.

Amonyum siilfat isleminin ardindan belirlenen araliktaki karisim diyaliz
torbasina aktarildi. 30 mM KH2PO4 (pH: 6.5) tamponu igerisinde 2 saat boyunca
diyaliz edildi. Buz kiiveti i¢erisinde magnetik karistirici lizerinde saglandi. Daha sonra

aktivite tayini yapildi.
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Sekil 2. 3. Diyaliz islemi

2.2.2.4. Afinite Kolonunun Hazirlams1 ve Iskorpit Balg Karaciger

Dokusundan GR Enziminin Saflagtirilmasi

10 mI’lik hacim i¢in 2 gram 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli tartildi. Kati maddeleri
uzaklastirmak i¢in 400 ml saf ile yikama islemi yapildi. Yikama sirasinda sisen jelin
havasi alind1. Sisen jelin havasi alindiktan sonra jel 50 mM KH2PO4 + 1 mM DTT +
1 mM EDTA (pH: 7.3) dengeleme tamponu ile siispanse edildi. Siispanse edilen jel
1x10 cm boyuntunda sogutulmus kolona yiiklendi. Kolon dengeleme islemine
yaklagik 1.5 saat boyunca devam edildi. Kolonun dengelenmis oldugu 280 nm’de
absorbanslarinin esitlenmesinden anlagildi. Bu islemden sonra kolon saflagtirma
islemine hazirlanmis oldu. Amonyum siilfat doygunluk araliginda yapilan diyaliz
numunemiz 2 ml olarak uygulandi. Cozelti kolondan gegirildikten sonra birinci
yikima 0.1 M Potasyum fosfat + 0.1 M Potasyum asetat (pH: 7.85) tamponu gegirilip
ardindan ikinci yikama 0.1 Potasyum fosfat + 0.1 M Potasyum kloriir (pH: 7.85)
tamponu eklendi . Yikama i¢in kullanilan tamponlarin kolondan gegmesi sonrasinda
enzim ¢ozeltimizde aktivite gecisi olup olmadig1 anlamak i¢in 3 adet 15°lik falkonlara
6 ml kadar Ornekler alinip spektrofotometrede aktvite Olgiimiine bakildi. Kolon
yikandiktan sonra 50 mM KH>PO4 +1mM GSSG + 1 mM EDTA + 0.5 mM NADPH
(pH:7.3) eliisyon igin kullanilan tampon eklendi. Ardindan 4 adet 15’lik falkon
icerisine 9 ml eluat drnekleri alindi. Eliisyon tamponunun ardindan 0.1 M Sodyum

asetat + 0.5 M Sodyum kloriir (pH: 4.5), 0.5 M Sodyum kloriir + 0.1 M Tris (pH: 8.5)
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rejenerasyon tamponlar: uygulandi. Rejenerasyon tamponlarindan sonra dengeleme

tamponu eklenerek jel koruma altina alind1 ve kolon kapatildi.

Toplanilan eliiatlarin 340 nm’ de aktivite degerlerine bakildi. Elde edilen
saflagtirma Grneklerinin protein mikarlarina ve saf olup olmadiklarin1 anlamak igin
sirastyla Bradfor yontemi ile protein tayini ve SDS-PAGE yapilarak elektroforez

batlar1 goriintiilendi.
2.2.2.5. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

LAEMMLI (1970) tarafindan énerilen enzim safliginin kontroliinde ve molekiil
agirhiginin saptanmasinda SDS poliakrilamid jel elektroforezi prosediirii degistirilerek
uygulandi. Calismada kullanilan elektroforez plakalar1 su ve alkol ile sterilizasyonu
saglandi. Plakalar kiskaglar yardimiyla diizenege tutturuldu. Ardindan sabitlesen
plakalar diizenege yerlestirildi. ilk olarak ayirma jeli hazirlandi ve otomatik pipet
yardimiyla plaklarin arasina st tarafta 1-4 cm bosluk birakilarak dolduruldu. 30 dk
boyunca jelin donmasi beklendi ve sonrasinda ise yigma jeli hazirlanmistir ve alttaki
jelin {izerine eklenmistir. Daha sonra kuyucuklar1 elde etmek i¢in jel tarag: sisteme
yerlestirildi. Belirlenen numune kuyularinin ardindan jel plakasi elektroforez tankina
yerlestirilmistir ve elektroforez tankina yiirlitme tamponu eklenmistir. Saflastirilan
enzim eluatlarindan toplam hacim 120 pl’ye ayarlanarak 5 dk boyunca denatiire edildi.
Denatiire olan numuneler kuyucuklara 10-15 pl olacak sekilde farkli farkli kuyulara
yiiklendi. Molekiil agirligini belirlemek i¢in 10 kDa ile 250 kDa araliginda markor
kullanildi. Elektorforez tanki anot (+) ve katot (-.) kisimlarina gelecek sekilde dikkali
bir sekilde kapatildi. Elektroforez tanki 150 V’da 1.5 saat boyunca yiiriitildii.
Numulerin yiiriitme takibi numune igerisine eklenen brom timol mavisi yardimiyla
anlasildi. Yiriitme isleminin ardindan jel dikkatlice ¢ikarildi ve 1 saat boyunca
sabitlestirme ¢ozeltisinde bekletildi. Jel sabitlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra
45 dk boya cozeltisi igerisinde bekletildi. Boyanan jel yikama ¢ozeltisine alindi ve 1
glin boyunca protein bantlarindan net bir goriintii alana kadar bekletildi. Yikama

soliisyonundan ¢ikarilan jel goriintiilendi.
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Tablo 2. 2. %12’lik ayirma jelinin hazirlanmasi

Cozeltiler Hacim (mL)
1.5 M Tris-HCI (pH: 8.8) 2.5
%30 Akrilamid-%0.8 Bisakrilamid 4
%10 SDS 0.1
%10 Amonyum Persiilfat 0.1
%100’lik TEMED 0.004
Saf su 3.3
Tablo 2. 3. Yigma jelinin hazirlanmasi
Cozeltiler Hacim (mL)
1 M Tris-HCI (pH: 6.8) 0.38
%30 Akrilamid-%0.8 Bisakrilamid 0.5
%10 SDS 0.03
%10 Amonyum Persiilfat 0.03
%100’lik TEMED 0.003
Saf su 2.1
2.2.3. Iskorpit Bahg  Karaciger Dokusundan GR  Enziminin

Karakterizasyon Calismasi

2.2.3.1. Saflagtirlan GR Enzimi i¢in Optimum Iyonik Tamponun

Belirlenmesi

Potasyum fosfat tamponundan 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700 ve 800
mM derisikleri kullanilarak aktivite tayini yapilmistir. Optimizasyon i¢in gerekli olan

kontrol ve numune kiivet miktarlar1 Tablo 2.4’de belirtilmistir.
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Tablo 2. 4. Potasyum fosfat tampon optimizasyonu 6l¢iim igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivitesi Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
caaelcler (mi (mM)
Saf su 300 200
KH2PO4 Tamponu 500 100 500 Degisken
(pH: 7.0)
Enzim 6rnegi 100
GSSG 100 0.2 100 0.2
NADPH 100 0.2 100 0.2
Toplam Miktar 1000 pl 1000 pl

2.2.3.2. Saflagtirllan GR Enzimi Icin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Potasyum fosfat (KH2PO4) tamponunun optimizasyon sonucunda en yiiksek
aktivite gosteren konsantrasyonda pH optimizasyonu yapildi. Fosfat tamponu
(KH2P0O4) 5,5.5,6,6.5,7,7.5, 8, 8.5, 9, pH degerlerinde optimizasyon i¢in hazirlandi
ve aktivite dlgiimlerine bakildi. Tablo 2.5.’de pH optimizasyonu igerikleri belirtildi.

Tablo 2. 5.Potasyum fosfat pH optimizasyonu igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivitesi Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
icin ol¢iim (mM) (mM)
cozeltileri
Saf su 300 200
KH2PO4 (pH 500 300 500 300
degisken)
Enzim 6rnegi 100
GSSG 100 0.2 100 0.2
NADPH 100 0.2 100 0.2
Toplam miktar 1000 pl 1000 pl

2.2.3.3. Saflastinlan GR Enzimi Icin Optimum Substrat Miktarmn

Belirlenmesi
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Belirlenen optimum potasyum fosfat (KH2POas) ve optimum pH’da 70, 80, 90,
100, 120 ve 150 ul, NADPH kullanilarak aktivite tayini yapilmistir. Saf su ve NADPH
substratinin total hacmi 300 pl olarak ayarlanmistir. Kiivet igerikleri tablo 2.6°da

gosterilmistir.

Tablo 2. 6. Potasyum fosfat substrat optimizasyonu igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivitesi Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
coreters (mM) (mM)
Saf su 300 Degisken
300 mM KH,PO4 500 300 mM 500 300
(pH: 6,5)
Enzim 6rnegi 100
GSSG 100 0.2 100 0.2
NADPH 100 0.2 Degisken 0.2
Toplam miktar 1000 pl 1000 pl

2.2.4. Iskorpit Bahig Karaciger Dokusundan GR Enzimiyle ile ilgili Kinetik

Calismalar

2.2.4.1. Bazn Metal Iyonlarmm Iskorpit Bahg Karaciger Dokusundan

Saflastirilan GR Enzimi Aktivitesine Inhibitor Etkilerinin Belirlenmesi

Iskorpit balig: karaciger iizeri {izerinde bazi agir metal inhibitdr etkilerini
gormek amaciyla Ni(NO3)2, Cr(NOz)3, Mn(NO3)2, ve Cd(NO3). stok seklinde
hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda belirlenen metal iyonlar1 seyreltilerek
kullanilmistir. Toplam hacim (agir metal ¢ozeltisi ve su ) 250 pl olacak sekilde l¢tiim
yapildi. Agir metal iyonlarin kiivetteki miktarlar: degistirilip farkli konsantrasyonlarda
enzimin aktivitesi lizerine olan etkileri spektrofotometrede 340 nm’de 3 dk boyunca
olgiim yapilmustir. Inhibitér bulunan ve bulunmayan ortamdaki kiivet icerikleri Tablo

2.7°de gosterilmistir.
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Tablo 2. 7. Agir metal inhibisyon etkileri igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivitesi Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
ctaeldiert (mM) (M)
Saf su 250 - Degisken -
300 mM KH;PO 500 300 500 300
(pH: 6,5)
Enzim 6rnegi - - 100
Agir metal - - Degisken Degisken
¢ozeltisi
GSSG (2 mM) 100 0.2 100 0.2
NADPH (2 mM) 150 0.2 150 0.3
Toplam miktar 1000 pl 1000 pl

2.2.4.2. |0 Degerlerinin Belirlenmesi

Calismada iskorpit balig1 karaciger dokusundan afinite kramatografsiyle
saflastirilan  glutatyon rediiktaz enzimi {izerinde etkisi incelenmistir. Enzim
inhibisyonuna neden olan Ni(NOz3)2, Mn(NO3)2, Cd(NO3), ve Cr(NOz)s agir metaller
icin belirli substrat konsantrasyonunda dort ¢esit inhibisyon konsantrasyonu kullanildi
ve |Isp grafikleri ¢izilerek belirlenmistir. Grafiklerin egri denklemlerinden
faydalanilarak enzimin aktivitesini yartya indiren ICso degerleri belirlendi.

Tablo 2. 8. Glutatyon rediiktaz enzimi tizerine Ni(NO3)2’1n ICsp degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
¢ozeltilerin miktar1, substrat ve inhibitér konsantrasyonu

Saf su Diyaliz  Ni(NO3); Inhibitér GSSG  NADPH  Toplam
(ul) KH,POs son;?génda (ul) konsantrasyonu (ul) i) hacim
(300 edilen (M) (mi)
mM) (ul) enzim (ul)
125 500 100 25 0,025 100 150 1
50 500 100 100 0,1 100 150 1
- 500 100 150 0,15 100 150 1
- 450 100 200 0,2 100 150 1

31



Tablo 2. 9. Glutatyon rediiktaz enzimi {izerine Mn(NO3)2’1n ICsp degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
cozeltilerin miktar1, substrat ve inhibitér konsantrasyonu

Safsu  KH;PO4 Diyaliz Mn(NOs3) Inhibitor GSSG NADPH  Toplam
1 sonrasinda konsantrasyonu hacim
WD @op  somasnca ) y @
M) (ul) - (mM) (ml)
m enzim (pl)

145 500 100 5 0,005 100 150 1
130 500 100 20 0,02 100 150 1
120 500 100 30 0,03 100 150 1
110 500 100 40 0,04 100 150 1

Tablo 2. 10. Glutatyon rediiktaz enzimi {izerine Cr(NO3)3’1n ICsp degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
¢ozeltilerin miktari, substrat ve inhibitdr konsantrasyonu

Safsu  KH,PO,  Diyaliz Inhibitor GSSG  NADPH  Toplam
(ul) (300 sonrasinda Cr(NOs)s konsantrasyonu (ul) (ul) hacim
My S (mM) (mi)
A edilen (ub)
enzim (pl)

140 500 100 10 0,01 100 150 1
110 500 100 40 0,04 100 150 1
50 500 100 100 0,1 100 150 1

- 400 100 250 0,25 100 150 1

Tablo 2. 11.Glutatyon rediiktaz enzimi izerine Cd(NO3z)2’1n ICsp degerinin belirlenmesi igin kullanilan
¢ozeltilerin miktar1, substrat ve inhibitér konsantrasyonu

Safsu  KHPO4 Diyaliz Inhibitor GSSG  NADPH  Toplam
(ul) (300 sonrasinda Cd(NOy), konsantrasyonu (ul) (ul) hacim
M) (ul als (mM) (ml)
mM) (1) edilen (ul)
enzim (pl)
140 500 100 10 0,01 100 150 1
135 500 100 15 0,015 100 150 1
125 500 100 25 0,025 100 150 1
100 400 100 50 0,05 100 150 1

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. iskorpit Bahg Karaciger Dokusundan Glutatyon Rediiktaz Enziminin

Saflagtirma Sonuclari
3.1.1. Amonyum Siilfat Sonuclari
Iskorpit balig1 karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimini materyal metot

kisimda anlatildig1 gibi sirasiyla %0-100 araliklarinda amonyum siilfat islemi yapildi.
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Uygulanan araliklar sonrasinda elde edilen ¢okelek optimum 300 mM KH2PO4
tamponunda c¢oziilerek diyaliz islemi icin hazir hale getirildi. Yapilan aktivite
Olclimleri sonucunda en yiiksek aktivite %60-80 araliginda belirlendi. Elde edilen

araliktaki numuneye diyaliz islemi uygulanarak aktivite 6l¢timii yapildi.

Erat’in 2002’de yaptig1 bir ¢aligma sonucunda insan ve sgir eritrositlerinden GR

enzimine ait amonyum siilfat araligin1 %30-70 olarak belirlemistir (Erat, 2002).

Acan ve Tezcan’in 1989’da yaptig1 ¢alismada koyun beyni i¢in GR enziminin

amonyum siilfat araligin1 %35-55 olarak belirlemislerdir (Acan ve Tezcan, 1989).

Ulusu ve arkadaslarinin yaptig1 bir baska calismada ise koyun karacigerinden

amonyum siilfat araligin1 %0-60 olarak bulmuslardir (Ulusu vd., 2005).

Tablo 3. 1. Amonyum siilfat ve ¢6ktiirme aralig ve aktivite sonuglari

Amonyum siilfat 0-20 20-40 40-60 60-80
¢Oktiirme araligi
%

Stipernatant 0,246 0,213 0,160 0,16
Cokelek 0,90 0,84 0,127 0,864

3.1.2. Afitinite Kromatografisi Sonuclari

Diyaliz sonrasi islemde numune afinite kromatografisi kolonuna yiiklendi.
Eliisyon tamponu sonucu falkon tiipleri igerisinde toplanan eliiatlarin aktivite

Olctimleri yapildu.

3.2. Iskorpit Bahgi Karaciger Dokusundan Glutatyon Rediiktaz Enziminin
SDS-PAGE ile Safligimin Belirlenmesi

Kolon sonrasi en yiiksek aktivite gosteren eliiatin enzim safligin1 kontrol etmek
icin SDS-PAGE islemi yapildi. Kolondan toplanan eliiat Ornegi belirli
konsantrasyonlarda kuyucuklara uygulandi ve yiiriitme islemi yapildi. Elde edilen jel
goriintlisi Sekil 3.1.°de gosterildi. Calisma sonucunda karaciger dokusu %28,277

verimle 25,96 kat saflastirilmig ve molekiiler agirligi 25 kDa olarak goriintiilendi.

Erat ve Ciftci 2006 yilinda yaptiklart ¢alismada glutatyon rediiktaz enziminin
%24’liik verimle insan eritrositlerinden 5.823 kat saflagtirmiglardir (Erat ve Ciftci,
2006).
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Akkemik ve ark. 2011°de bazi ilaglarin insan eritrositlerinden glutatyon rediiktaz
tizerindeki etkileri c¢alismalarinda GR enziminin %44.44 verimle 31150 kat

saflagtirmislardir (Akkemik vd., 2011).

Ulusu ve Tandogan tarafindan sigir karacigerinden yaptiklari ¢aligmada GR

enzimini %38.4 verimle 5456 kat saflastirmiglardir (Ulusu ve Tandogan, 2007).

Bir bagka calismada ise Tager ve Ciftci 2012°de hindi karacigerinden glutatyon
rediiktaz enzimini %10.75 verimle 2476 kat saflastirmislardir (Taser ve Ciftgi, 2012).

Sekil 3. 1. iskorpit balig1 karaciger dokusundan Saflagtirilan glutatyon rediiktaz enziminin SDS-PAGE
yontemi ile molekiiler agirliginin belirlenmesi

3.3. Iskorpit Bah Karaciger Dokusundan Saflastirllan GR Enziminin

Optimum Sartlarda Belirlenmesi
3.3.1. GR Enziminin Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesi

Iskorpit balig1 karaciger dokusundan GR enziminin aktivite gdsterebilmesi igin
en uygun optimum iyonik siddetin belirlenmesi amaglanarak KH2PO4 tamponlarinin
farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi ve aktivite 6lgiimleri yapildi. KH2POg4
tamponu i¢in elde edilen degerler Tablo 3.2.°de gosterildi. Yapilan Ol¢timler

sonucunda optimum iyonik siddetin 300 mM KH2PO4 tamponunda belirlendi.

Tablo 3. 2. Potasyum fosfat optimum iyonik siddetin aktivite 6l¢iim sonuglari

[mM] 50 100 150 200 300 400 500 600 700 800

% 44,6 52,4 64 71,1 100 93,3 91,1 88,8 86,3 85,4
Aktivite
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Literatiirde Tekman ve ark., 2008’de yaptig1 calismada Gokkusag: alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) karacigerinden GR enzimi i¢in optimum iyonik siddet 50 mM
Tris-HCI tamponunda belirlemistir (Tekman vd., 2008).

Bilir’in 2017 yilinda yaptigi ¢alismada soya tohumundan elde edilen glutatyon
rediiktaz enziminin optimum iyonik siddetini 300 mM Tris-HCIl tamponunda
belirlemistir. (Bilir, 2017)

Tas 2017°de kalkan baligi solunga¢ dokusundan yaptigi calismada GR
enziminin optimum iyonik siddetini 300 mM Potasyum fosfat tamponu olarak
belirlemistir (Tas, 2017).

3.3.2. GR Enziminin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Saflagtirilan GR enziminin optimum pH’s1 5.0-9.0 arasinda tampon olarak 300
MM KH2PO4 kullanild1 ve spektrofotometrik olarak enzim aktivitesine bakildi. Elde
edilen degerler Tablo 3.3.’de gosterildi. Yapilan dlglimler sonucunda iskorpit balig
karaciger dokusu GR enzimi i¢in optimum pH’1 300 mM KH>PO4 tamponunda pH:

6.5 olarak belirlenmistir.

Tablo 3. 3. Potasyum fosfat optimum pH siddetinin sonuglar

pH 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 9.0
% 58,6 70,3 73,9 100 94,7 70,9 52,4 34,8 21,4
Aktivite

3.3.3. GR Enziminin Optimum Substrat Miktarinin Belirlenmesi

Iskorpit balig1 karaciger dokusundan glutatyon rediiktaz enziminin optimum
substrat konsantrasyonu 60 - 150 ul miktarlarinda 300 mM KH2PO4 pH: 6.5 tampon
¢ozeltisi kullanilarak enzim aktivitesine bakildi. Elde edilen degerler Tablo 3.4’de
gosterildi. Yapilan 6l¢iimler sonucunda iskorpit balig1 karaciger dokusu GR enziminin
optimum substratt 300 mM KH2PO4 (pH: 6.5) tamponu kullanilarak 150 pl olarak

belirlenmistir.

Tablo 3. 4. Potasyum fosfat optimum substrat miktarinin sonuglari

NADPH 70 80 90 100 120 150
% Aktivite 65,9 71,1 76,8 85.7 93,2 100
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3.3.4. GR Enzimi Aktivitesinde Kullanilan Agir Metal inhibitor Etkilerinin

Sonuc¢lan

Iskorpit balig1 karaciger dokusundan ekstrakte edilen ve diyaliz sonrasi
glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesine nikel Ni(NOz)2, mangan Mn(NOs3)2, krom
Cr(NO3)3 ve kadminyum Cd(NOs)2 agir metallerin etkilerini belirleyebilmek igin agir
metallerin stok ¢ozeltileri hazirland1 ve karaciger dokusu glutatyon rediiktaz enzim
aktiviteleri iizerindeki etkileri arastirildi. Inceleme sonunda bulunan inhibisyon
etkileri Tablo 3.5-3.8.°de verilmistir. Ayn1 zamanda agir metallerin farkli
konsantrasyonlarinda elde edilen ICso grafikleri Sekil 3.2-3.5’de ve hesaplanan ICsg

degerleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Ekinci ve Sentiirk 2011°de yaptiklar1 calismada, gokkusagi alabaliginin
karacigerinden izole ettikleri GR enziminin Co*2, Zn*2, Ca*?, Fe*?, Mn*2, Cr*3, Sn*2 ve
Mg*? agir metalleri etkisi altinda aktivitelerine bakmislardir. Bulunan agir metallerin
ICs0 degerleri sirastyla 42,2 uM, 63,1 uM, 357 uM, 486 uM, 508 uM, 592 uM, 657
uM olarak bulunmustur (Ekinci ve Sentiirk, 2011).

Tekman ve ark., 2008 yilinda yaptiklar: bir caligmada ise Gokkusagi alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) karacigerinden saflastirdiklart GR enzimine uygulanan Hg*?,
Cd* 2, Pb* 2, Fe™®, Cu'?, ve AI™ agir metallerinin bu enzimin aktivitesi iizerine
inhibisyon kinetigini incelemiglerdir. 1Cso degerleri sirasiyla 65,5 uM, 82 uM, 122
uM, 509 uM, 797 uM, 804 uM olarak bulunmustur (Tekman vd., 2008).

Yusuf ve Cift¢i tarafindan 2017 yilinda tavuk bobreginden saflastirilan GR
enziminin iizerinden yapilan agir metal inhibisyon ¢alismasinda Ni*?, Zn*?, Pb*2, Hg*?
Ag* ve Al*3 agir metallerin GR enzimi iizerinde inhibisyon etkilerini belirlemislerdir.
ICso degerleri ise sirasiyla 337 puM, 191 uM, 168 uM, 187 uM, 289 uM olarak
bulunmustur (Yusuf ve Cift¢i, 2017).
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Tablo 3. 5. Nikel’in iskorpit balig1 karaciger dokusu glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesine etkisi

Konsantrasyon (uM) %Aktivite
0 100
25 76
100 53
150 47
200 34
- , y =-300x + 90,5
% Aktivite Grafik Bashg Y a1
120
100 @
o |
o T
o T
o T
e
ol e
....,‘...‘
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
[Ni*2] (mM)

Sekil 3. 2. Iskorpit balig1 karaciger dokusundan Nikel’in Gr enzim aktivisine etkisi

Tablo 3.5.’de verilen deney sonucuna gore 0.05 ile 0.25 mM araliklardaki

konsantrasyonlarda Ni*? metal iyonunun 0.3 mM NaDPH substratinda ICso grafigi

Sekil 3.2.°de gosterilmistir. Iskorpit bali1 karaciger dokusu GR enzim aktivitesine

uygulanan Ni*2 metalinin lso degeri 135 uM olarak bulunmustur.
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Tablo 3. 6. Mangan’in iskorpit balig1 karaciger dokusu glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesine etkisi

Konsantrasyon (uM) %Aktivite
0 100
5 65
20 55
30 38
40 31
. o y = -1505,4x + 86,402
% Aktivite Grafik Bashgl R? = 0,8601
120
100 ®
g0 | el
o Tl
60 e
o
o |l T, o
.............. °
20
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

[Mn*?] (mM)

Sekil 3. 3.Iskorpit balig1 karaciger dokusundan Mangan’in Gr enzim aktivisine etkisi

Tablo 3.6.’da verilen deney sonucuna gore 0.005 ile 0.045 mM araliklardaki
konsantrasyonlarda Mn*? metal iyonunun 0.3 mM NaDPH substratinda ICso grafigi
Sekil 3.3.’de gdsterilmistir. Iskorpit balig1 karaciger dokusu GR enzim aktivitesine

uygulanan Mn*2 metalinin Iso degeri 2.4 uM olarak bulunmustur.
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Tablo 3. 7. Krom’un iskorpit balig1 karaciger dokusu glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesine etkisi

Konsantrasyon (uM) %Aktivite
0 100
10 73
40 60
100 47
250 35
- ] . y =-204,27x + 79,341
% Aktivite Grafik Bashgi R? = 0,6993
120
100 ©
80 e
®
60 o e
o T
o | T e
.............. °
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

[Cr*3] (mM)

Sekil 3. 4. Iskorpit balig1 karaciger dokusundan Mangan’m Gr enzim aktivisine etkisi

Tablo 3.7.’de verilen deney sonucuna gore 0.05 ile 0.3 mM araliklardaki
konsantrasyonlarda Cr*® metal iyonunun 0.3 mM NaDPH substratinda ICso grafigi
Sekil 3.4.’de gdsterilmistir. Iskorpit balig1 karaciger dokusu GR enzim aktivitesine

uygulanan Cr*3 metalinin Iso degeri 206 pM olarak bulunmustur.

39



Tablo 3. 8. Kadmiyum’un iskorpit balig1 karaciger dokusu glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesine etkisi

Konsantrasyon (uM) %Aktivite
0 100
10 82
15 69
25 44
50 28
. . . y =-1451,7x + 93,634
% Aktivite Grafik Bashgi R2=0,9152
120
100 ©
w“ o
s
60
7 N S A S
....... ®
20
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

[Cd*?] (mM)

Sekil 3. 5. Iskorpit balig1 karaciger dokusundan Mangan’in Gr enzim aktivisine etkisi

Tablo 3.8.’de verilen deney sonucuna gore 0.01 ile 0.06 mM araliklardaki
konsantrasyonlarda Cd*? metal iyonunun 0.3 mM NaDPH substratinda ICso grafigi
Sekil 3.5.’de gosterilmistir. Iskorpit balig1 karaciger dokusu GR enzim aktivitesine

uygulanan Cd*? metalinin Iso degeri 30 uM olarak bulunmustur.
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Tablo 3. 9. Iskorpit balig1 karaciger dokusu icin GR enziminin ICso degerleri

Metal ion 1Cs0 (LM)
Ni*3 135 uM
Mn*? 2.4 uM
cr 206 uM
Cd*? 30 uM
4. SONUC

Bu tez ¢alismasinda iskorpit balig1 (Scorpaena porcus) karaciger dokusundan
glutatyon rediiktaz enzimi kromatografik yontemlerle saflastirildi ve bazi karakteristik
ozellikleri incelendi. Saflasgtirma yontemleri sirasiyla, homojenat hazirlama, amonyum
stilfat ¢oktiirme, diyaliz, 2',5'-ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi, Bradford
tayini ve SDS polyakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) ile gerceklestirildi.

Saflagtirma iglemi ilk olarak homojenat hazirlama islemiyle gerceklestirildi.
Hazirlanan karaciger dokusu homojenatlarina %0-100 araliklarinda amonyum siilfat
coktiirmeleri yapildi. Yapilan ¢oktiirme isleminde GR enziminin %60-80 araliginda
coktiigii belirlendi. Kismi bir saflastirma yontemi olan amonyum siilfat ¢oktiirme
isleminde bircok safsizliklar giderilerek proteinler daha derisik hale getirildi.
Coktiirme isleminden sonra afinite kromatografisinden 6nce ortamdaki iyonlar
uzaklastirmak amaciyla diyaliz islemi gerceklestirildi. Diyaliz isleminin ardindan
2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kolonunda saflastirma islemi yapilmis ve GR’nin
molekiil agirligini belirleye bilmek i¢in SDS poliakrilamid jel elektroforezi yontemi
kullanilmistir. Calisma sonucunda karaciger dokusu %28,277 verimle 25,96 kat

saflagtirllmig ve molekiiler agirligi 25 kDa olarak belirlendi.

Saflastirilan enzim iizerine Ni*3, Mn*2, Cr*2, ve Cd*? agir metalleri
uygulanmistir. Uygulanan agir metallerin ICsp degerleri sirasiyla 135 uM, 2.4 uM, 206
uM ve 30 uM olarak hesaplanmaistir.

Yapilan ¢alismada karakterizasyon islemi gerceklestirildi. Bu amagla iskorpit
balig1 karacigerinden GR enziminin optimum pH, optimum substrat ve optimum
tampon degerleri belirlendi. Iskorpit balig1 karaciger dokusundan saflastirilan GR
enziminin optimum pH:6.5, optimum substrat 0,3 mM NADPH ve optimum tampon
300 mM KH2PO4 olarak bulunmustur.
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Elde edilen veriler literatiir calismalariyla karsilastirildiginda istenilen verim ve
kat sayisina ulastigi gézlemlenmistir. Verilen jel goriintiisinde GR enziminin SDS-
PAGE’de tek bant elde edildigi goriilmiistiir. Standart banttan faydalanilarak enzimin
mol kiitlesi 25 kDa olarak bulundu. Bulunan bu deger diger calismalardan kiyasla GR

enzimlerinden farkli oldugu goriilmektedir.

Dogada bulunan agir metallerin etki ettigi zararlar calismanin Onemini
saglamaktadir. Ciinkii ¢cevresel problemler sonucu ortaya ¢ikan agir metaller toprak,
su ve denizlere karisarak canli ekosistemine zarar vermektedir. Ozellikle denizlerde
ve akarsularda biriken agir metaller sucul canlilarin maruz kalmasina neden
olmaktadir. Sucul canlilarin maruz kalmasi sonucunda bu agir metaller besin alimi

vasitasiyla da insanlara gegmektedir.

Sonu¢ olarak bu calismada metal iyonlarinin karaciger dokusunda bulunan
glutatyon rediiktazin aktivitesinin inhibisyonuna sebebiyet verdigi saptanmistir. Canli
hiicrelerde olusan oksidatif strese yanit mekanizmasinin 6nemli bir enzimi olan
glutatyon rediiktaz, farkli agir metaller ile inhibe olmaktadir ve bu durum organizma
tizerine olumsuz etki olusturmaktadir. Bu olumsuz etki patolojik durumlarin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir. GSH ve GSSG oraninin dengede tutulmasi hiicresel
fonksiyonlar i¢in ¢ok kritik olmaktadir ve GR enzimi bu oram1 dengede tutmaktan
sorumludur. Antioksidan enzim olan GR’nin iizerinde inhibe edici etkisi bulunan bu
agir metallerin ¢evreye verdigi kirlilikten kacinmak adina kullanimlarinin kontrollii
olmas1 gerekmektedir. Bu caligmanin igerigi literatiirde ilk olup, ¢iktilari ise iskorpit
baliginin karacigerinden saflastirilan GR enziminin fonksiyonlarmin bulunmasina

katk1 yapacag diisiiniilmektedir.

42



KAYNAKCA

Acgan, L. (1990). Koyun beyni glutatyon rediiktazinin saflastirilmasi ve bazi 6zelliklerinin
incelenmesi. Fen Bilimleri Enstitiisti, Doktora Tezi, Ankara.

Akerboom, T., Bilzer, M., & Sies, H. (1982). The relationship of biliary glutathione disulfide
efflux and intracellular glutathione disulfide content in perfused rat liver. Journal of
Biological Chemistry, 257(8), 4248-4252.

Akkemik, E., Sentiirk, M., Ozgeris, F. B., TASER, P., & Ciftci, M. (2011). In vitro effects of
some drugs on human erythrocyte glutathione reductase. Turkish Journal of Medical
Sciences, 41(2), 235-241.

Aksoy M (2000). Beslenme Biyokimyasi. Hatipoglu Yayinlar, 126: 161

Aksiray F (1987). Tiirkiye Deniz Baliklar1 ve Tayin Anahtari, Cilt No. 2. Kardesler Basimevi,
[stanbul

Al-Samman, T. (2015). Effect of heavy metal impurities in secondary Mg alloys on the
microstructure and mechanical properties during deformation. Materials & Design
(1980-2015), 65, 983-988.

Ashraf, M. (2009). Biotechnological approach of improving plant salt tolerance using
antioxidants as markers. Biotechnology advances, 27(1), 84-93.

Asnis, ER. (1955). A glutathione reductase from escherichia coli. J. biol. chem. 213: 77-86.

Bahorun, T., Soobrattee, M., Luximon-Ramma, V., & Aruoma, O. (2006). Free radicals and
antioxidants in cardiovascular health and disease. Internet Journal of Medical Update,
1(2), 25-41.

Ballatori, N., Krance, S. M., Notenboom, S., Shi, S., Tieu, K., & Hammond, C. L. (2009).
Glutathione dysregulation and the etiology and progression of human diseases.

Bat, L., Erdem, Y., Ustaoglu-Tiril, S., & Yardim, O. (2008). Balik Sistematigi (Fish
Systematic). Nobel Yayin Dagitim Ltd. Sti., Ankara, Nobel Yayin No: 1330. /. Baska,
XVII+ 270 p.(In Turkish).

Bauer, H., Fritz-Wolf, K., Winzer, A., Kiihner, S., Little, S., Yardley, V., ... Davioud-Charvet,
E. (2006). A Fluoro analogue of the menadione derivative 6-[2 ‘-(3 ‘-Methyl)-1 , 4 *-
naphthoquinolyl] hexanoic acid is a suicide substrate of glutathione reductase. crystal
structure of the alkylated human enzyme. Journal of the American Chemical Society,
128(33), 10784-10794.

Bauer, H., Fritz-Wolf, K., Winzer, A., Kithner, S., Little, S., Yardley, V., ... Davioud-Charvet,
E. (2006). A Fluoro analogue of the menadione derivative 6-[2 ‘-(3 ‘-Methyl)-1 <, 4 *-
naphthoquinolyl] hexanoic acid is a suicide substrate of glutathione reductase. crystal
structure of the alkylated human enzyme. Journal of the American Chemical Society,
128(33), 10784-10794.

Carlberg, 1., & Mannervik, B. (1985). [59] Glutathione reductase. In Methods in enzymology
(Vol. 113, pp. 484-490): Elsevier.

Chatterjee, M., Saluja, R., Kanneganti, S., Chinta, S., & Dikshit, M. (2007). Biochemical and
molecular evaluation of neutrophil NOS in spontaneously hypertensive rats. Cellular
and Molecular Biology, 53(1), 84-93.

CIFTCIL, M., KUFREVIOGLU, O. 1., GUNDOGDU, M., & OZMEN, 1. (2000). Effects of
some antibiotics on enzyme activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase from
human erythrocytes. Pharmacological research, 41(1), 107-111.

Conn, E. E., & Vennesland, B. (1951). Glutathione reductase of wheat germ. Journal of
Biological Chemistry, 192(1), 17-28.

43



Demirkol, O. and N. Ercal. (eds.). (2012). Glutathione, In: Handbook of Analysis of Active
Compounds in Functional Foods.

Devlin, T. M. (2002). Biochemistry with clinical correlations. Canada: Wiley-Liss, 407-488.

Dhir, B., Sharmila, P., Saradhi, P. P., Sharma, S., Kumar, R., & Mehta, D. (2011). Heavy metal
induced physiological alterations in Salvinia natans. Ecotoxicology and environmental
safety, 74(6), 1678-1684.

Droge, W. (2002). Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological
reviews.

Edwards, E. A., Rawsthorne, S., & Mullineaux, P. M. (1990). Subcellular distribution of
multiple forms of glutathione reductase in leaves of pea (Pisum sativum L.). Planta,
180(2), 278-284.

Ekinci, D., & Sentiirk, M. (2013). Assesment of metal inhibition of antioxidant enzyme
glutathione reductase from rainbow trout liver. Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, 28(1), 11-15.

Erat, M. (2002). Insan ve sigir eritrosit glutatyon rediiktaz enziminin saflastirilmasi, baz1 ilag
ve kimyasal maddelerin inhibisyon veya aktivasyon etkilerinin arastirilmasi. Fen
Bilimleri Enstitiisii, Evzurum.

Erat, M., & Ciftci, M. (2006). Effect of melatonin on enzyme activities of glutathione
reductase from human erythrocytes in vitro and from rat erythrocytes in vivo. European
journal of pharmacology, 537(1-3), 59-63.

Ferri, J., Petri¢, M., & Mati¢-Skoko, S. (2010). Biometry analysis of the black scorpionfish,
Scorpaena porcus (Linnaeus, 1758) from the eastern Adriatic Sea. Acta Adriatica:
International Journal of Marine Sciences, 51(1), 45-53.

Forman, H. J., Zhang, H., & Rinna, A. (2009). Glutathione: overview of its protective roles,
measurement, and biosynthesis. Molecular aspects of medicine, 30(1-2), 1-12.

Frei, B. (1997). Reactive oxygen species and antioxidant vitamins. Linus Pauling Institute.
Oregon State University.

Genestra, M. (2007). Oxyl radicals, redox-sensitive signalling cascades and antioxidants.
Cellular signalling, 19(9), 1807-18109.

Genestra, M. (2007). Oxyl radicals, redox-sensitive signalling cascades and antioxidants.
Cellular signalling, 19(9), 1807-1819.

Goudsmit, J., Debouck, C., Meloen, R. H., Smit, L., Bakker, M., Asher, D. M., . . . Gajdusek,
D. C. (1988). Human immunodeficiency virus type 1 neutralization epitope with
conserved architecture elicits early type-specific antibodies in experimentally infected
chimpanzees. Proceedings of the National Academy of Sciences, 85(12), 4478-4482.

Gog, G. (2017). Bacillus pumilus Y7 katalaz (katX2) geninin klonlanmasi. Kocaeli
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisti,

Giirdél, F., & Ademoglu, E. (2010). Biyokimya. Ikinci baski. Nobel Tip Kitapevleri Ltd. Sti.

Halliwell, B. (2007). Biochemistry of oxidative stress. Biochemical society transactions,
35(5), 1147-1150.

Halliwell, B., & GUTTERIDGE, J. (2007). Free radicals in biology and medicine. v. 4. New
York: Oxford, 689.

Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (2015). Free radicals in biology and medicine: Oxford
university press, USA.

44



Hopkins, F. G., & Elliott, K. A. C. (1931). The relation of glutathione to cell respiration with
special reference to hepatic tissue. Proceedings of the Royal Society of London. Series
B, Containing Papers of a Biological Character, 109(760), 58-88.

Jayawardena, U. A., Angunawela, P., Wickramasinghe, D. D., Ratnasooriya, W. D., &
Udagama, P. V. (2017). Heavy metal-induced toxicity in the Indian green frog:
Biochemical and histopathological alterations. Environmental toxicology and
chemistry, 36(10), 2855-2867.

Kahvecioglu, O., Kartal, G., Giiven, A., & Timur, S. (2003). Metallerin ¢evresel etkileri-I.
Metalurji dergisi, 136, 47-53.

Kanzok, S. M., Fechner, A., Bauer, H., Ulschmid, J. K., Muller, H.-M., Botella-Munoz, J., . .
. Becker, K. (2001). Substitution of the thioredoxin system for glutathione reductase in
Drosophila melanogaster. Science, 291(5504), 643-646.

Kaplowitz, N., Aw, T. Y., & Ookhtens, M. (1985). The regulation of hepatic glutathione.
Annual review of pharmacology and toxicology, 25(1), 715-744.

Karago6zoglu, Y., & Ciftci, M. (2017). Baz1 metal iyonlarinin tavuk bobreginden saflastirilan
glutatyon rediiktaz enzimi iizerine in vitro etkilerinin arastirilmasi. Tiirk Doga ve Fen
Dergisi, 6(1), 24-30.

Keha, E. E., & Kiifrevioglu, O. 1. (2004). Biyokimya: Aktif Yaym Dagitim.
Keha, E.E. ve Kiifrevioglu, O.I. (drl.). (2012). Biyokimya, Erzurum.

Kurland, I. J., & Pilkis, S. J. (1995). Covalent control of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,
6-bisphosphatase: insights into autoregulation of a bifunctional enzyme. Protein
Science, 4(6), 1023-1037.

Langdon, R. G. (1958). Properties and mechanism of action of purified glutathione reductase.
Biochimica et biophysica acta, 30(2), 432-433.

Langdon, R. G. (1958). Properties and mechanism of action of purified glutathione reductase.
Biochimica et biophysica acta, 30(2), 432-433.

Lauterburg, B. H., Adams, J. D., & Mitchell, J. R. (1984). Hepatic glutathione homeostasis in
the rat: efflux accounts for glutathione turnover. Hepatology, 4(4), 586-590.

Lehninger, A. (1970). Biochemistry. New York: Worth Pub. Inc. 1970.

Lu, S. C. (1999). Regulation of hepatic glutathione synthesis: current concepts and
controversies. The FASEB journal, 13(10), 1169-1183.

Lu, S. C. (2009). Regulation of glutathione synthesis. Molecular aspects of medicine, 30(1-2),
42-59.

Mann, P. J. G. (1932). The reduction of glutathione by a liver system. Biochemical Journal,
26(3), 785.

Mater S, Ugal O ve Kaya M. (drl.).1989. Tiirkiye Deniz Baliklar1 Atlas1. izmir.

Meister, A. (1983). Selective modification of glutathione metabolism. Science, 220(4596),
472-477.

Meister, A., & Anderson, M. E. (1983). Glutathione. Annual review of biochemistry, 52(1),
711-760.

Meldrum, N. U., & Tarr, H. L. A. (1935). The reduction of glutathione by the Warburg-
Christian system. Biochemical Journal, 29(1), 108.

Mullineaux, P. (1997). Glutathione reductase: regulation and role in oxidative stress. Oxidative
stress and the molecular biology of antioxidant defence, 667-713.

45



Nagajyoti, P. C., Lee, K. D., & Sreekanth, T. (2010). Heavy metals, occurrence and toxicity
for plants: a review. Environmental chemistry letters, 8(3), 199-216.

Nelson, D. (2008). Lehninger principles of biochemistry: Macmillan. Lehninger principles of
biochemistry: Macmillan.

Ookhtens, M., & Kaplowitz, N. (1998). Role of the liver in interorgan homeostasis of
glutathione and cyst (e) ine. Paper presented at the Seminars in liver disease.

Pacher, P., Beckman, J. S., & Liaudet, L. (2007). Nitric oxide and peroxynitrite in health and
disease. Physiological reviews, 87(1), 315-424.

Pallardo, F. V., Markovic, J., Garcia, J. L., & Vifia, J. (2009). Role of nuclear glutathione as a
key regulator of cell proliferation. Molecular aspects of medicine, 30(1-2), 77-85.

Parthasarathy, S., Santanam, N., Ramachandran, S., & Meilhac, O. (1999). Oxidants and
antioxidants in atherogenesis: an appraisal. Journal of Lipid Research, 40(12), 2143-
2157.

Pham-Huy, L. A., He, H., & Pham-Huy, C. (2008). Free radicals, antioxidants in disease and
health. International journal of biomedical science: 1JBS, 4(2), 89.

Prabhu, B., Batvari, D., Kamala-kannan, S., Shanthi, K., Krishnamoorthy, R., Lee, K. J., &
Jayaprakash, M. (2008). Heavy metals in two fish species (Carangoidel malabaricus and
Belone stronglurus) from Pulicat Lake, North of Chennai, Southeast Coast of India.
Environmental Monitoring and Assessment, 145(1-3), 167.

Qayyum, S., Ara, A., & Usmani, J. A. (2012). Effect of nickel and chromium exposure on
buccal cells of electroplaters. Toxicology and Industrial Health, 28(1), 74-82.

Rall, T. W., & Lehninger, A. L. (1952). Glutathione reductase of animal tissues. Journal of
Biological Chemistry, 194(1), 119-130.

Rehm, HJ. and G. Reed (eds.). (1995). Biotechnology. vch, weinhein, Germany.

Rusyniak, D. E., Arroyo, A., Acciani, J., Froberg, B., Kao, L., & Furbee, B. (2010). Heavy
metal poisoning: management of intoxication and antidotes. Molecular, clinical and
environmental toxicology, 365-396.

Schafer, F. Q., & Buettner, G. R. (2001). Redox environment of the cell as viewed through the
redox state of the glutathione disulfide/glutathione couple. Free radical biology and
medicine, 30(11), 1191-1212.

Segel, I. H. (1991). Biochemical calculations: how to solve mathematical problems in general
biochemistry: John Wiley & Sons.

Smirnova, G., & Oktyabrsky, O. (2005). Glutathione in bacteria. Biochemistry (Moscow),
70(11), 1199-1211.

Soyit, H. (2006). Gokkusag: alabalik (Oncorhynchus mykiss) dokularindan karbonik
anhidraz enziminin saflagtiriimasi, karakterizasyonu ve kinetik ozelliklerinin
incelenmesi. Doktora Tezi, Erzurum,

Suzuki, H. (2015). Chapter 7: Active Site Structure. How Enzymes Work: From Structure to
Function. Boca Raton, 117-140.

Siktar, E., Ekinci, D., Siktar, E., Beydemir, S., Giilgin, I,& Glinay, M. (2011). Protective role
of L-carnitine supplementation against exhaustive exercise induced oxidative stress in
rats. European journal of pharmacology, 668(3), 407-413.

Tekman, B., Ozdemir, H., Senturk, M., & Ciftci, M. (2008). Purification and characterization
of glutathione reductase from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) liver and inhibition
effects of metal ions on enzyme activity. Comparative Biochemistry and Physiology
Part C: Toxicology & Pharmacology, 148(2), 117-121.

46



Townsend, D. M., Tew, K. D., & Tapiero, H. (2003). The importance of glutathione in human
disease. Biomedicine & pharmacotherapy, 57(3-4), 145-155.

Turan, C. (2007). Turkiye kemikli deniz baliklali Atlasive Sistematigi. Nobel Kitabevi, Adana,
549.

Tiizen, M. (2003). Determination of heavy metals in fish samples of the middle Black Sea
(Turkey) by graphite furnace atomic absorption spectrometry. Food chemistry, 80(1),
119-123.

Ulusu, G., Erat, M., CIFTCI, M., SAKIROGLU, H., & Bakan, E. (2005). Purification and
characterization of glutathione reductase from sheep liver. Turkish Journal of
Veterinary & Animal Sciences, 29(5), 1109-1117.

Ulusu, N. N., & Tandogan, B. (2007). Purification and kinetic properties of glutathione
reductase from bovine liver. Molecular and cellular biochemistry, 303(1), 45-51.

Valko, M., I1zakovic, M., Mazur, M., Rhodes, C. J., & Telser, J. (2004). Role of oxygen radicals
in DNA damage and cancer incidence. Molecular and cellular biochemistry, 266(1),
37-56.

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M. T., Mazur, M., & Telser, J. (2007). Free
radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The
international journal of biochemistry & cell biology, 39(1), 44-84.

Valko, M., Morris, H., & Cronin, M. (2005). Metals, toxicity and oxidative stress. Current
medicinal chemistry, 12(10), 1161-1208.

Valko, M., Rhodes, C., Moncol, J., 1zakovic, M., & Mazur, M. (2006). Free radicals, metals
and antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chemico-biological interactions,
160(1), 1-40.

Veine, D. M., Arscott, L. D., & Williams, C. H. (1998). Redox Potentials for Yeast,
Escherichia ¢ oli and Human Glutathione Reductase Relative to the NAD+/NADH
Redox Couple: Enzyme Forms Active in Catalysis. Biochemistry, 37(44), 15575-15582.

Veine, D. M., Arscott, L. D., & Williams, C. H. (1998). Redox Potentials for Yeast,
Escherichia ¢ oli and Human Glutathione Reductase Relative to the NAD+/NADH
Redox Couple: Enzyme Forms Active in Catalysis. Biochemistry, 37(44), 15575-15582.

Willcox, J. K., Ash, S. L., & Catignani, G. L. (2004). Antioxidants and prevention of chronic
disease. Critical reviews in food science and nutrition, 44(4), 275-295.

Wilson, K., & Walker, J. (2010). Principles and techniques of biochemistry and molecular
biology: Cambridge university press.

Wong, K. K., Vanoni, M. A., & Blanchard, J. S. (1988). Glutathione reductase: solvent
equilibrium and kinetic isotope effects. Biochemistry, 27(18), 7091-7096.

Wu, G., Fang, Y.-Z,, Yang, S., Lupton, J. R., & Turner, N. D. (2004). Glutathione metabolism
and its implications for health. The Journal of nutrition, 134(3), 489-492.

Yawata, Y., & Tanaka, K. R. (1974). Regulatory mechanism of glutathione reductase activity
in human red cells. Blood, 43(1), 99-109.

Young, I., & Woodside, J. (2001). Antioxidants in health and disease. Journal of clinical
pathology, 54(3), 176-186.

47



0Z GECMIS

Kiibra ISIK, Adana Ahmet Kurttepeli (Anadolu) Lisesi’ni bitirdikten sonra
Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji béliimiinden
13.01.2020 tarihinde mezun oldu. 2020 y1linda OMU LEE Tarimsal Biyoteknoloji Ana
Bilim Dali Yiiksek Lisans programina girdi. 2015 yilindan bu yana 6grenci hayatima devam
etmekte olan Kiibra ISIK, orta derecede Ingilizce bilmektedir.

Mletisim Bilgileri
ORCID ID : 0000-0002-7743-817X

Yaynlar:
1. Isik, K., Tas, O., & Ekinci, D. (2022). Partial purification of glutathione S-
transferase enzyme from the seed of mallow (Malva slyvestris L.) and investigation of
the inhibition Kinetics of some heavy metals.
2. Isik, K. & Soydan, E. (2023). Iskorpit Balig1 Solunga¢ Dokusundan Glutatyon
Rediiktaz Enziminin Saflastiriimasi ve Metal Inhibisyonunun Incelenmesi . Anadolu
Tarim Bilimleri Dergisi , 38 (1) , 221-233 . DOI: 10.7161/omuanajas.1226399
3: Isik, K. & Soydan, E. (2023). Purification and Characterization of Glutathione
Reductase from Scorpionfish (Scorpaena Porcus) and Investigation of Heavy Metal
fons Inhibition. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, DOI:
10.1080/14756366.2023.2167078.

48



