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OZET

DOKTORA TEZi

GOKKUSAGI ALABALIK (Oncorhynchus mykiss) KARACIGERINDEN
GLUTAMAT DEHIDROJENAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Onur ERTIK

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Glutamat dehidrojenaz (GDH) enzimi hem proteinlerin enerji metabolizmasina katilmasinda
hem de organizma i¢in 6nemli olan metabolitlerin sentezinde goérev almasindan dolay1 oldukca
onemlidir. GDH enziminin katalizledigi reaksiyonun iki yonlii olmast enzimin bulundugu
dokunun ihtiyacina ve gorevine gore 6zellesebilir. Tiim bu nedenlerden dolay1 GDH enziminin
saflagtirllmas1 hem dokular hem de canlilar arasinda bu enzimin fonsiyonel farkliliklarinin
anlasilmasi i¢in oldukg¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss)
karacigerinden GDH enzimi 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile tek basamakta
saflagtirilmistir. Bu saflastirma isleminin sonucunda GDH enzimi 5.38 U/mg protein spesifik
aktiviteyle 171 kat saflastirilmistir. Saflagtirllan GDH enziminin karakterizasyon deneyleri
sonucunda depo kararliliginin -80°C; optimum sicakligin 40°C; optimum iyonik siddetin 100
mM fosfat tamponu ve optimum pH’min 8.0 oldugu tespit edilmistir. PAGE ve SDS-PAGE
calismalar1 sonucunda saflastirilan GDH her bir alt iinitesinin 53.71 kDa ve mol kiitlesinin
346.74 kDa oldugu bulunmustur. Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH
enziminin substratlar1 ve koenzimleri olan NAD*, NADP*, NADH+H*, NADPH+H", L-
glutamat, a-ketoglutarat ve NH4" igin K degerleri sirasiyla 1.86, 2.17, 2.98, 6.25, 15.15, 4.82
mM vel.73 M ve Vmax degerleri ise sirasiyla 0.11, 0.05, 0.44, 0.43, 0.12, 0.42 and 1.79 U/mL
olarak bulunmustur. Saflastirilan GDH enziminin aktivitesi lizerine bazi metal iyonlar1 ve
vitaminlerin etkisi incelendiginde, GDH enzimi iizerine metal iyonlarindan Ag*, Cu?*, Zn®",
Ni%*, Fe?*, Mn?*, Co?*, Mg?*, Fe®*, Cr®* iyonlarmin inhibitor, Ca?* ve V** iyonlarmin aktivator
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Na* ve Li" metal iyonlarinin ise saflastirilan GDH enziminin
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aktivitesi lizerine bir etkisi olmadig1 tespit edilmistir. Bazi vitaminlerin saflagtirllan GDH
enziminin aktivitesi iizerine etkileri incelendiginde B1, Bs ve U vitaminlerinin inhibitor ve B2
vitaminin aktivator etkisinin, Bz ve C vitaminlerinin ise GDH aktivitesi tizerine etkisinin
olmadig: tespit edilmistir. inhibisyon etkisi gdsteren metallerin ve vitaminlerin ICso degerleri,
inhibisyon tiirleri tespit edilmis ve Ki degerlerinin hesaplanmasi ile Lineweaver-Burk grafikleri
cizilmistir. Baz1 kimyasal ¢oziiclilerin saflastirtlan GDH enziminin aktivitesi iizerine olan
etkilerine bakilmis, yapilan deneyler sonucunda n-propanol ve siklohekzanon ¢oziiciilerinin
GDH aktivitesini biiyiik oranda inhibe ettigi bulunmustur.

Aralik 2021, 145. sayfa.

Anahtar kelimeler: Glutamat dehidrojenaz, gokkusagi alabaligi, Karaciger, inhibisyon,
saflastirma.
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTAMATE
DEHYDROGENASE FROM RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)
LIVER

Onur ERTIK

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Glutamate dehydrogenase (GDH) enzyme is very important because it participates in the energy
metabolism of proteins and the synthesis of metabolites important for the organism. The
bidirectional nature of the reaction catalyzed by the GDH enzyme can be customized according
to the needs and function of the tissue in which the enzyme is located. For that reason, the
purification of the GDH enzyme is very important for understanding the functional differences
of this enzyme both between tissues and living things. In this study, GDH enzyme was purified
from the liver of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) by 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity
chromatography in one step. As a result of this purification process, GDH enzyme was purified
171-fold with 5.38 U/mg protein-specific activity. As a result of the characterization
experiments, the storage stability of the purified GDH enzyme was determined as -80°C;
optimum temperature 40°C; it was determined that the optimum ionic strength was 100 mM
phosphate buffer and the optimum pH was 8.00. As a result of SDS-PAGE and PAGE studies,
it was determined that the natural molar mass of the purified GDH enzyme was 346.74 kDa and
the molar mass of its subunits was 53.71 kDa. Km values for substrates and coenzymes of GDH
enzyme purified from rainbow trout liver are found that NAD*, NADP*, NADH+H",
NADPH+H", L-glutamate, a-ketoglutarate and NH4" are 1.86, 2.17, 2.98, 6.25, 15.15, 4.82 mM
and 1.73 M and Vmax values are found that 0.11, 0.05, 0.44, 0.43, 0.12, 0.42 and 1.79 U / mL,
respectively. The effects of some metal ions and vitamins on the activity of the purified GDH
enzyme were investigated. As a result of these experiments, it was found that metal ions Ag",
Cu?", Zn**, Ni?*, Fe?*, Mn?*, Co?*, Mg?*, Fe**, Cr® ions had inhibitory effect and Ca?* and V**
ions had an activator effect on the GDH enzyme. It has been determined that Na* and Li* metal
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ions have no effect on the activity of the purified GDH enzyme. Likewise, the effects of some
vitamins on the activity of the purified GDH enzyme were examined, and as a result of the
experiments, it was determined that B1, Be, and U vitamins had an inhibitory effect and vitamin
B2 had an activator effect. Bz and C vitamins were found to have no effect on GDH activity.
ICso values of metals and vitamins showing inhibition effect were determined, Lineweaver-
Burk plots were drawn by calculating the inhibition type and K; values. The effects of some
chemical solvents on the activity of the purified GDH enzyme were examined, and as a result
of the experiments, it was found that n-propanol and cyclohexanone solvents inhibit GDH
activity to a great extent.

December 2021, 145 pages.

Keywords: Glutamate dehydrogenase, rainbow trout, liver, inhibition, purification.
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1. GIRIS

Biyolojik makromolekiiller olan proteinler biyoteknolojide, eczacilikta ve kozmetik
endiistrisinde oldukca 6nemlidir. Proteinlerin yapilarinin ve islevlerinin belirlenmesi tiim bu
alanlarin ihtiyaglarina yonelik ¢aligmalar i¢in 6nemlidir. Bir hiicre igerisinde binlerce farkli
cesit ve gorevde protein bulunabilir. Tiim bu proteinlerin biyolojik islevleri yiiksek c¢esitlilik
gosterebilmektedir. Bu kadar genis bir alana sahip olan proteinler, igerisinde yer alan enzimler
sayesinde reaksiyon katalizleme gorevi de gormektedirler. Biyolojik sistemlerde katalizor
gorevi yapan enzimler canliligin devami igin gerekli olan tiim reaksiyonlarda gorev alir ve

ribozim hari¢ bugiine kadar bulunan tiim enzimler protein yapisindadir.

Enzimler canli organizmalarda kimyasal reaksiyonu hizlandiran ve bunu yaparken higbir yan
irlin olusumuna izin vermeyen, %100 verim saglayan biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin
kesfi ve enzimolojinin gelismesiyle birlikte caligma ve kullanim alanlari genislemis ve
genislemeye devam etmektedir. Hastaliklarin tedavisinde, tani1 teshisinde, endiistriyel
uygulamalardan kozmetik {irlin iiretimine kadar ¢ok genis bir alanda kullanilan enzimler ayni
zamanda canli organizmalarin metabolizmalar1 hakkinda bilgi vermesi gibi agilardan dolay1
gelismekte olan bir alandir. Bu sebeplerden dolay1 enzimlerin bulunduklari dokularin ve hiicre
i¢i lokalizasyonlarinin belirlenmesi, biyokimyasal tepkimelerde islevlerinin ortaya ¢ikarilmasi
ve etki mekanizmalar ile kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in enzimlerin saflastirilmasi
yiiksek oranda dnem tasimaktadir. Proteinlerin ve enzimlerin saflastirilmasi i¢in bir¢ok yontem
gelistirilmis, zaman ve maliyeti diisiirmek i¢cin yontemler gelistiriimeye devam etmektedir

(Kiifrevioglu ve Keha, 2014).

Proteinlerin organizma iginde bir gérevi de uzun siireli aglikta canliligin devami i¢in enerji
kaynagi olarak kullanilmasidir. Organizmanin en son tercih ettigi enerji kaynagi olmasina
karsin diyetle alinabilecek proteinlerin ihtiyag fazlasi enerji elde edilmesinde kullanilmaktadir.
Bu anlamda proteinlerin sindirimleri sonucunda agiga ¢ikan amino asitler biyolojik sentezlerde,
protein sentezinde ve enerji elde edilmesinde kullanilabilirler. Proteinlerin karbon iskeletinden
yararlanilabilmesi i¢in ilk olarak amino gruplarinin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Amino
gruplarinin uzaklagtirilmasi islemi transaminasyon, oksidatif deaminasyon ve nonoksidatif

deaminasyon reaksiyonlari ile gergeklesir. Oksidatif deaminasyon reaksiyonlarindan biri de



sistematik ismi L-glutamat:NAD(P)* oksidorediiktaz olan ancak genel olarak glutamat
dehidrojenaz (GDH) olarak adlandirilan ve glutamatin a-ketoglutarat ve amonyaga hidrolizini
kataliz eden enzim tarafindan gerceklesir. GDH enzimi iki yonlii ¢alisabilmektedir ve
amonyagin kullanildig1i yon aminasyon, amonyagin olustugu yon ise deaminasyon olarak
isimlendirilir. Bu reaksiyonlar olurken koenzim olarak reaksiyon yoniine gore NAD(H) ya da
NADP(H) kullanir. GDH enzimi organizmada hem NAD(H) hem de NADP(H)’1 kullanabilen
tek enzim olma 6zelligindedir. Ayrica proteinlerin trikarboksilik asit (TCA) siklusu ile baglanti
kurmasini saglayan bir enzimdir. GDH enzimi ayrica ndrotransmiter sentezinde, insiilin
saliniminda ve tiimor biilylimesindeki rolleri diisiiniildiiglinde ¢ok yonlii bir enzimdir. Canlidan
canliya farkli yapisal ve kinetik 6zellik gostermesi GDH enzimini daha da ilging kilmaktadir.
Diyabet hastaliginin tedavisinde yeni yaklagimlarin gelistirilmesinde de oldukga yiiksek 6neme

sahiptir.

GDH, tiim canlilarda bulunan ve bulundugu canlinin ihtiyacina, bulundugu dokuya gore
reaksiyon yonii ve kinetik 6zellikleri degisebilen bir enzimdir. Ornegin prokaryot canlilarda
daha ¢ok enerji elde edilmesi i¢in kullanildigindan reaksiyon genellikle deaminasyon yoniinde
gerceklesmektedir. Insan beyninde glutamat sentezi i¢in aminasyon yoniinde ¢alisirken diger
dokularda iki yonlii olarak caligmaktadirlar. GDH enziminin tiim bu 6zellikleri gbz oniine

alindiginda ¢ok 6nemli oldugu anlagilmaktadir (Giiler, 2014).

GDH enzimi bugiine kadar mantar, bakteri, bitki ve kisimlari, hayvansal dokulardan ve
insanlardan saflastirilmis ve kinetik 6zellikleri arastirilmistir. Bu kaynaklarin yaninda baliklar
da kaynak olarak kullanilmis ve kdpek baligi, tuna baligi ve giliney kutup baligindan GDH
enzimi saflastirilmistir. Bu baliklarin ortak 6zellikleri tuzlu su baliklar1 olmasidir. Yapilan
literatiir taramasinda gokkusagi alabaligindan saflastirilmis GDH enzimine ait bir ¢caligmaya
rastlanilmamistir. Bu acidan tath su balig1 olan ve kiiltiir ortaminda yetistirilebilen gékkusag:
alabalik (Oncorhynchus mykiss) karacigerinden saflagtirilan GDH enziminin yapisal ve kinetik
ozelliklerinin incelenmesi, tatli ve tuzlu su baliklart arasindaki farkliliklarin goriilmesi ve
anlasilmasi acisindan bir yaklasim saglayabilir. Ayn1 zamanda diger canl tiirleri ile olan GDH

farkliliklarin anlasilmasina katki saglayabilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PROTEINLER

Proteinler canliligin olusumu ve devami igin olduk¢a 6nem tasiyan makromolekiiller olup,
tiim canlilarda yagamsal dongiiniin devamlilig1 i¢in mutlak ihtiya¢ duyulan maddelerdir. Eski
Yunanca’da proteios kelimesinden gelen ve kelime anlami “6nde gelen, ilk sirada yer alan”
olan proteinler, yasam igin de tasidig1 anlam kadar 6nemlidir (Satyanarayana ve Chakrapani,
2013). Hemen hemen tiim biyolojik olaylarda gorevi bulunan proteinler organizmada en gok
bulunan biyomolekiillerdir. Proteinler, diger proteinlerin sentezlenmesinde, hiicre
metabolizmasinda, bazi molekiillerin hareketlerinin diizenlenmesinde, hiicresel enerjinin
depolanmasinda, bazi molekiillerin taginmasinda ve daha bir¢cok biyolojik olayda goérev
almaktadirlar. Tiim bu aldiklar1 gorevler diisiiniildiigiinde proteinler yasamin devamliligi igin

ne kadar énemli oldugu anlasiimaktadir (Oncel, 2017).

Proteinler yapilarinda karbon, hidrojen, oksijen ve azot atomlarini farkli oranlarda
bulundurmaktadirlar. Bu oranlar her proteinde farklilik gosterse de genel olarak %50-55
karbon, %6-8 hidrojen, %19-24 oksijen, %13-19 azot ve %0-4 kiikiirt atomu seklindedir. Diger
makromolekiillere kiyasla azot atomunu daha yiiksek oranda igerdigi goriilmektedir
(Satyanarayana ve Chakrapani, 2013).

Proteinlerin bu kadar biiytik bir grup ve bir¢ok farkli gérevde olmasindan dolay1 ayrimlarinin

daha iyi yapilabilmesi igin siiflandirilmaya gidilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Proteinlerin siniflandiriimasi (Satyanarayana ve Chakrapani, 2013).

1) Yapilarma Gére Proteinlerin Simflandirilmasi

e Basit Proteinler: Yapilarinda yalnizca amino asit bulunan proteinlerdir. Basit
proteinler de kendi i¢inde iki gruba ayrilmaktadir.
a) Globuler Proteinler: Bu grup proteinlere drnek olarak; Albuminler, Globulinler,
Glutenler, Histonlar, Globinler, Lektinler verilir.
b) Fibriler Proteinler: Bu grup proteinlere 6rnek olarak; Kollajenler, Elastinler ve

Keratinler verilir.




Tablo 2.1 (Devam): Proteinlerin siniflandirilmasi (Satyanarayana ve Chakrapani, 2013).

Konjuge Proteinler: Yapilarinda amino asitlerden baska prostetik grup olarak amino

asit yapisinda olmayan maddeler igeren proteinlerdir. igerdikleri prostetik grubun

yapisina gore kendi igerisinde alt1 gruba ayrilmistir.

a) Niikleoproteinler: Prostetik grup olarak niikleik asit igeren proteinlerdir (Orm:
Niikleohistonlar).

b) Glikoproteinler: Prostetik grup olarak karbohidrat igeren proteinlerdir (Orn:
Musin).

c) Lipoproteinler: Prostetik grup olarak lipit iceren proteinlerdir (Orn: Serum
lipoproteinleri):

d) Fosfoproteinler: Prostetik grup olarak fosforik asit iceren proteinlerdir (Orn:
Kazein).

e) Kromoproteinler: Prostetik grubu renkli olan proteinlerdir (Orn: Hemoglobinler).

f) Metalloproteinler: Prostetik grup olarak Fe, Co, Zn, Cu, Mn gibi metal iyonu
iceren proteinlerdir [Orn: Karbonik anhidraz (Zn)].

Tiirev Proteinler: Basit ve bilesik proteinlerin kimyasal ve fiziksel degisikliklere

ugramalariyla meydana gelen maddelerdir. Ornek olarak proteinlerin denatiirasyonu

ile olusan denatiire proteinler verilebilir.

2) Fonksiyonlarina Gore Proteinlerin Siiflandirilmasi

Yapisal Proteinler: Deri, kemik ve sa¢ gibi yapilarin olusumunda yer alan
proteinlerdir. Bu grup proteinlere 6rnek olarak keratin ve kollajen 6rnek verilebilir.
Katalitik Proteinler: Reaksiyon katalizleme 6zelligi olan proteinler bu sinifa girer.
Protein yapisinda olan enzimler bu sinifta yer almaktadir. Bu grup proteinlere 6rnek
olarak heksokinaz ve pepsin enzimleri rnek verilebilir.

Transport Proteinler: Kigiik molekiillerin organizmada taginmasinda gorevli olan
proteinlerdir. Bu grup proteinlere 6rnek olarak hemoglobin ve serum albumin 6rnek
verilebilir.

Hormonal Proteinler: Biyolojik olaylarin gerceklesmesinde rol oynayan protein
yapilit hormonlar bu sinifa girer. Bu grup proteinlere 6rnek olarak insiilin ve biiylime

hormonu 6rnek verilebilir.




Tablo 2.1 (Devam): Proteinlerin siniflandirilmasi (Satyanarayana ve Chakrapani, 2013).

e Kas Proteinleri: Kas yapisinda yer alan proteinler bu sinifa girer. Bu grup proteinlere
ornek olarak aktin ve miyosin 6rnek verilebilir.

e Depo Proteinler: Bu grup proteinlere 6rnek olarak ovalbumin ve glutelin 6rnek
verilebilir.

e Genetik Proteinler: Genetik materyallerde gorev alan proteinler bu gruptadir. Bu
grup proteinlere 6rnek olarak niikleoproteinler 6rnek verilebilir.

e Savunma Proteinleri: Immiin sistemde gorev alan proteinler bu sinifa girer. Bu grup
proteinlere 6rnek olarak immiinoglobulinler 6rnek verilebilir.

e Reseptor Proteinler: Hormonlart ve viriislerin  baglanmasinda gorev alan

proteinlerdir.

Proteinler makromolekiilerdir ve bu makromolekiillerin olusumunu saglayan daha kiigiik
yapilar bulunmaktadir. Proteinlerin hidrolizi sonucu daha kiigiik yap1 birimleri olan amino
asitler meydana gelir. Bunun bir sonucu olarak proteinler amino asit polimerleri olarak
tanimlanabilir. Proteinler organizmada sentez edilen ve ayni zamanda organizmada ihtiyag

durumuna gore yikima ugrayan biyomolekiillerdir. Organizmada bulunan proteinler;

Bazi 6nemli metabolik reaksiyonlarda gorev alan enzimler ¢evre sartlarina ve metabolitik

cevap ve ihtiyag i¢in aktivitelerinin diizenlenmesinden dolayz,
Besin yetersizligine bagl enerji ihtiyacit durumunda enerji kaynagi olmasi bakimindan,
Protein sentezi i¢in gerekli olabilecek bazi amino asitlerin sentezi igin,

Transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan hasarli veya islevsiz
proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in yikima ugramaktadirlar. Tiim bu sebeplerin yaninda besinlerle
alinan proteinlerin de viicudun ihtiyacina gore ihtiyacina gore kullanilmasi igin yikima ugrayip

sindirilirler (Schimke,1976).
2.1.1. Proteinlerin ve Amino Asitlerin Yikim

Besinlerle viicuda alman proteinlerin sindirimi ve ardindan emilimi, endojen protein

hidrolizi ve endojen amino asit sentezleri sonucunda bir amino asit havuzu olusur. Bu havuz



kanda, hiicrelerde ve hiicreler aras1 sivilarda bulunan serbest amino asitlerin toplamidir. Amino
asit havuzunun devamliliginda kaslar ve karaciger olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. Kaslar
amino asit havuzunun yaklasik yarisin1 saglayan dokudur. Bu yiizden uzun siireli aglikta ilk
protein yikimlari kaslardan baglamaktadir (Oncel, 2017). Kanda bulunan bu serbest amino

asitler karacigere tasimir ve burada amino grubu uzaklastirilir. Fazla olan azot iireye

dontistiiriilerek viicuttan atilir (Sekil 2.1).

Endojen proteimn Endojen ar_nu__no astt Diyet proteinler:
hidrolizi 59“‘ e
AMINO ASIT HAVUZU
Illl \II \
| \
."I i Protem biyosentezi
4

Biyolojik amin

Amino asitleri yikim
sentezi

/.

Karbon iskeletleri Amino grubu

| |

Amonyak

|

T2

Alfa keto asitler

Sekil 2.1: Amino asit havuzunun olusumu ve kullanimi1 (Oncel, 2017).

Uzun siirekli aglikta, endojen amino asit sentezinde ve biyojen aminlerin sentezi i¢in gerekli
olan amin grubu bulunmadig1 zaman viicutta amino asit yikimi hizlanir. Amino asitlerin baslica
yikim yollart amino gruplarinin uzaklagmasi ile karbon iskeletinden yararlanilmasini saglayan

o-keto asitlere doniisiimiidiir. Karbon iskeleti enerji elde edilmesinde kullanilir. Ornegin daha



cok enerji verebilmelerinden dolay1 dalli amino asitlerin yikimi1 beyin ve kas gibi hayati

dokularda daha fazla ve hizli olmaktadir (Murray ve dig., 2009).

Amino asitlerin amino grubunun metabolizmasi transaminasyon, oksidatif deaminasyon ve

nonoksidatif deaminasyon reaksiyonlari ile saglanir (Sekil 2.2).

Amino gruplarmm

metabolizmasi

Transaminasyon Nonoksidatif

deaminasyon

Oksidatif
deaminasyon

Sekil 2.2: Amino asitlerin amino gruplarinin metabolizmasi (Murray ve dig., 2009).

2.1.1.1. Transaminasyon

Bir amino asidin a-amino grubunun bir a-keto aside aktarilmasi reaksiyonudur. Bu
reaksiyonu katalizleyen enzimler aminotransferazlardir ve bu enzimler Be vitamininin fosfatli
halini (piridoksal fosfat) koenzim olarak kullanir. Transaminasyon reaksiyonlari reversibl (geri
donilisimlii) ve amfibolik (hem anabolik hem de katabolik yol) bir reaksiyondur.
Transaminazlar bircok dokuda bulunmakla birlikte bobrek, iskelet kasi, kalp kast ve
karacigerde yaygindirlar. Arginin, lizin, treonin, prolin ve hidroksiprolin spesifik
aminotransferaz enzimi olmadig1 i¢in transaminasyona ugramazlar. Diger tiim amino asitler ise
transaminasyona ugrarlar. Transaminasyon reaksiyonlar1 sonucunda tiim amino asitlerin amino
gruplar1 glutamatta toplanir. Glutamat daha sonra organizmada bir amino grubu vericisi olarak
biyosentez reaksiyonlarinda gorev alir (Lennarz ve Lane, 2013). En ¢ok bilinen transferaz

(transaminaz) enzimleri aspartat aminotransferaz (AST/glutamat oksalasetat transaminaz,



GOT) ve alanin aminotransferazdir (ALT/glutamat piriivat transaminaz, GPT). Sekil 2.3’te

AST ve ALT enzimlerinin transaminasyon reaksiyonlar1 verilmistir.

00Cu Cee 0

€00 | B
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CHy H,C——CO0
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Sekil 2.3: Alanin ve aspartat aminotransferaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyon (Oncel, 2017).

2.1.1.2. Oksidatif Deaminasyon

L-Amino asit oksidazlarin katalizledigi reaksiyon sonucunda amino asitten amonyak
cikmasiyla olusan deaminasyon yoludur. Bu oksidaz enzimleri koenzim olarak flavin
mononiikleotit (FMN) kullanirlar. Reaksiyon sonucu a-keto asit, amonyak ve hidrojen peroksit

(H202) olusur (Sekil 2.4).
L-Amino asit oksidaz

L-Amino asit ﬁ. a-Keto asit + NH;

FMIN FMINH:z

H>O: 2 O2

KATALAZ
H;O

Sekil 2.4: Oksidatif deaminasyon reaksiyonu (Oncel, 2017).



Ancak hem oksidatif deaminasyon sinifinda olup hem de diger L-amino asit oksidazlarin
kullandig1 koenzimi kullanmayan bir enzim bulunmaktadir. Glutamata transaminasyon
reaksiyonlart sonucunda tasinan amino gruplari glutamat dehidrojenaz (GDH) enzimi ile
oksidatif deaminasyona ugrar (Sekil 2.5). Bu reaksiyon sirasinda koenzim olarak NAD" ya da
NADP* kullanilabilir. Organizmada hem NAD* hem de NADP*'yi koenzim olarak kullanabilen

tek enzim GDH enzimidir.

L-Glutamat + WNWADT(INADPY) + H>O

GDH]| l

o-Ketoglutarat + NADI(INADPH) + HH- + INEs

Sekil 2.5: Glutamat dehidrojenaz enziminin kataliz ettigi reaksiyon (Oncel, 2017).

2.1.1.3. Nonoksidatif Deaminasyon

Ozellikle hidroksil grubu iceren serin ve treonin amino asitleri ve kiikiirtlii amino asit olan
sistein ve homosistein i¢in gegerli olan bir yoldur. Karacigerde bulunan serin dehidrataz ve
treonin dehidrataz enzimlerinin katalizledigi reaksiyon sonucu bir mol su ¢ikisi ile serbest NH3
olusur. Desiilfatazlarin katalizledigi reaksiyon sonucu sistein ve homosisteinden a-keto asit,
NHs ve H2S olusur. Desiilfatazlar daha ¢ok bagirsak bakterilerinde etkili olup oksijene
ihtiyaglar1 yoktur (Oncel, 2017).

2.2. AMONYAK METABOLIZMASI

Amonyak toksik etkilerinden dolay1 organizmada istenmeyen metabolitlerdendir.
Dolagimda oldukg¢a az diizeylerde amonyak bulunmaktadir (10-20 mg/dL). Bunun baslica
sebebi amonyagin olusumunun hemen ardindan karacigerin amonyag hizlica uzaklastirmasi ve
beyin, kas gibi dokularda serbest amonyaktan ¢ok glutamin ve alanin olarak agiga
cikarmalaridir. Bunun sonucunda kanda amonyak seviyesi diisiik tutulur. Ayrica diger
dokulardan glukoz-alanin dongiisii sayesinde amonyak karacigere tasinir ve burada metabolize

olur.
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Amonyak birden fazla etkenle organizmada kendiliginden olusmaktadir (Sekil 2.6). Bunlar;

e Amino asitler

e Glutamin

e Bagirsak bakterileri
e Aminler

e Piirin ve pirimidin bazlarindan

olusabilmektedir (Oncel, 2017).

Endojen proteinler _
; Amino asitler a-Keto asitler
Besinsel proteinler ~ ; ;
o-Ketoglutarat Glutamat
\\
\.\
N
N
Purin Bazlari __Glutamin
\
Diger deaminasyonlar - NH4+ ¢ Pirimidin bazlar
_--'": 4
Alanin—" \
\
\
\'\
|II \\\
Glutamin Bagirsak Bakterileri

Sekil 2.6: Amonyak kaynaklari (Oncel, 2017).
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Amino asitler: Transaminasyon ve oksidatif deaminasyon reaksiyonlar1 sonucunda amonyak

olusmaktadir.

Glutamin: Bobrek ve bagirsaklarda glutamin amino asidinin iizerinden amonyak olusumu
gerceklesir. Glutaminaz enziminin kataliz ettigi bu reaksiyon ile amonyak ve glutamat olusur.

Bobreklerde olusan amonyak idrarla atilir.

Bagirsak bakterileri: Bagirsak bakterilerinde bulunan bir enzim olan iireaz sayesinde iire

molekiilleri amonyaga parcalanirlar.

Aminler: Monoamin oksidazin etkisi ile besinlerle alinan, hormon veya norotransmiter olan

aminlerden amonyak olusur.

Piirin ve pirimidinler: Piirinlerden adenozin deaminaz, miyoadenilat deaminaz gibi enzimlerin
etkisiyle, pirimidinlerden ise B-amino asitleri olusturan reaksiyonlar sonucunda amonyak

olusur.

Amonyak miktarinin artmasi organizmada bazi durumlarin olugsmasina sebep olmaktadir.
Amonyak miktarinin artmasiyla mitokondride bulunan GDH enzimi aminasyon yoniinde ¢alisir
ve bu reaksiyon sonucu glutamat olusur. Olusan glutamat viicutta cesitli maddelerin
olusumunda kullanilir (Sekil 2.7). Glutamat konsantrasyonunun artmasi substratlardan biri olan
a-ketoglutaratin tiiketiminin artmasina neden olacaktir. a-Ketoglutarat trikarboksilik asit
(TCA) siklusu maddesi oldugundan TCA’nin ¢alismasini yavaslatacak ve ayrica oksido-
rediiktaz enzimleri i¢in 6dnemli olan NADH miktarinin azalmasina neden olacaktir. Ayrica artan
glutamat konsantrasyonu glutamin olusumunu arttiracak, glutamin ise hiicre i¢i osmotik basinci

arttiracaktir (Satyanarayana ve Chakrapani, 2013; Oncel, 2017).
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Sekil 2.7: Glutamat metabolizmas: (Oncel, 2017).

Amonyak artis1 beyin i¢in uyarici etki yapan bir nérotransmiter olan glutamat ve inhibitor
norotransmiter olan y-amino biitirik asit (GABA) diizeylerinin azalmasina yol agmaktadir.
Bundan dolay1 beyinde glutamat azligina bagh olarak letarji (halsizlik) goriiliir. Amonyak K*
ve CI" iyonlarinin gecirgenligini arttirarak iyonik dengeyi bozar. Amonyagin bir baska etkisi de
aromatik amino asitlerin kan-beyin bariyerinden gegislerini kolaylastirmaktir. Bunun sonucu

olarak beyinde serotonin artig1 goriiliir ve bu artisa bagli olarak anoreksi goriiliir.

Kan amonyak diizeyinin asir1 artig1 hiperamonyemi olarak tanimlanir. Amonyak giderilme
mekanizmalarinda olusan genetik ya da sonradan olusabilecek durumlar sebebiyle kan pH’inda
yiikselme yani alkaloz goriiliir. Hiperamonyemi, hepatitler ve alkolizm yiiziinden de
olusabilmektedir. Hiperamonyemiye bagli olarak hepatik koma veya zekd geriligi

goriilebilmektedir (Satyanarayana ve Chakrapani, 2013).
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2.2.1. Amonyak Atilm Yollari

Organizmada cesitli yollardan olusan ve viicut i¢in toksik, olumsuz yonde etkili olan

amonyagin atilmasi i¢in birden fazla yol bulunmaktadir. Bunlar;

e Ure siklusu
e Glutamin sentezi

e Alanin sentezi
2.2.1.1. Ure Siklusu

Ure suda ¢dziinebilen ve geri emilimi diisiik olan, amino asitlerin amino gruplarmnin viicuttan
atilmalarinin baslica yoludur. Ure siklusu baslica bobrek ve karacigerde meydana gelmektedir.
Ure siklusu hiicrenin iki kompenentinde gerceklesir. Siklus ilk olarak mitokondride baslar ve
daha sonra sitozolde devam eden reaksiyonlar sonucu son iiriinler olan iire ve ornitin olusarak
tamamlanir. Ure viicuttan atilirken ornitin tekrar mitokondriye gecerek siklusa katilir (Sekil

2.8).

Mitokondri Sitozol N T Idrar
;o
Ure o’ s
CO,+ NH; NH, H,0 =
‘@ / '
2 ATP Karbamoll (|:H-'NH—'
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sentetaz | il éHa 2 ° CH,
2ADP+P, 4| @ [z H-C-NH, _
| Loou cooH
o o 1 w5 Arginin mG
HIN—C-O-tI'-;—O‘ COOH CcH
omitin o cooH
Argininostksinaz Fumnarat
Karbamoil 9
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¢- C- NH-CH
A ] |
CH! H: ?HJ-NH* CH.
%H. 3] CH,y cooH
ArgininosUksinat CH.
> sentetaz T
H-C-NH, H-C-NH,
cooH COOH ATP AMP+ PP, COOH
Sitrabin - H.N -(]:-H Argininostiksinat
CH,
COOH
Aspartat

Sekil 2.8: Ure siklusu (Oncel, 2017).
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Ure siklusunun asil amaci viicutta olusan amonyagin viicuttan atilmasi ve bikarbonati
harcayarak pH’in diizenlenmesidir. Temel olarak iire siklusu dort basamakta gerceklesir.
Bunlar sirasiyla; transaminasyon, glutamatin oksidatif deaminasyonu, amonyagin taginmasi ve

son olarak da iire siklusunun reaksiyonlaridir (Oncel, 2017).
2.2.1.2. Glutamin Sentezi

GDH enzimi sayesinde olusan glutamat molekiilii daha sonra glutamin sentetaz enzimi
katalizi ile glutamine doniisiir (Sekil 2.9). Organizmada glutamin sentezinin iki amaci
bulunmaktadir. ilki amonyagin zehirsizlestirilmesidir. Ikinci olarak da azotlu bilesiklerin

sentezi i¢in gerekli olan amino grubunun saglayicist olmasidir.

Glutamin Sentetaz

L-Glutamat + NHs; + ATP < ——» L-Glutamin + ADP + P1

Sekil 2.9: Glutamin olusum reaksiyonu.

Glutamin sentezi organizmada baglica karaciger, bobrek, beyin ve kaslarda meydana

gelmektedir. Glutaminin kan diizeyindeki oran1 diger amino asitlere kiyasla daha fazladir.
2.2.1.3. Alanin Sentezi

Kaslarda olusan amonyak, pirtivat-alanin (glukoz-alanin) dongiisii sayesinde iire siklusuna
katilabilmesi i¢in kaslardan karacigere taginir. Glikoliz reaksiyonlar1 sonucunda olusan piriivat
molekiilit ALT (Alanin aminotransferaz) enzimi sayesinde alanine doniisiir. Alanin karacigere
gittigi zaman yine ayni enzim tarafindan, ters yonde reaksiyon gerceklestirilerek glutamat ve
piriivat olusur. Glutamatta bulunan amonyak, GDH enzimi ile hidroliz edilir ve iire siklusunda
zehirsizlestirilir. Pirtivat ise glukoneojenez reaksiyonlari ile tekrar enerji eldesinde
kullanilmaya hazir hale getirilir (Sekil 2.10) (Satyanarayana ve Chakrapani, 2013; Oncel,
2017).
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Ore sentezi
: 2 Plruvats—— 2 Laktat
2.

Sekil 2.10: Piriivat-alanin dongiisii (Onat ve dig, 2002).

2.3. ENZIMLER VE GENEL OZELLIiKLERI

Enzimler organizmada reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik katalizdrlerdir. Intron ve
tRNA’nin islenmesine katkida bulunan ve RNA molekiilii olan ribozimler disinda protein

yapisindadirlar. Enzimlere ait bazi kavramlar ve tanimlar1 su sekildedir;
 Substrat: Enzimlerin kataliz ettikleri molekiillere verilen addur.

» Koenzim: Bazi enzimler aktivitelerini gosterebilmeleri igin amino asit disinda bagka organik

maddelere ihtiya¢ duyabilirler. Bu organik maddelere koenzim denilir.

» Kofaktor: Bazi enzimler aktivitelerini gosterebilmeleri i¢cin amino asit diginda bagka metal

iyonlarina ihtiya¢ duyabilirler. Bu metal iyonlarina genel olarak kofaktor denir.

* Prostetik grup: Enzimlere kovalent olarak baglanmis, diyaliz islemiyle uzaklastirillamayan

ve 1s1 kararli nonprotein yapili gruplara prostetik grup denir.

» Apoenzim: Aktivitesi i¢in koenzime ihtiya¢ duyan bir enzimin, koenzim baglanmamis

protein kismina verilen isimdir.
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* Holoenzim: Apoenzim ile koenzimin olusturdugu yapiya denir. Kelime anlami bilesik

enzimdir (Kiifrevioglu ve Keha, 2014).

2008 yilindan giiniimiize kadar yaklasik olarak 170000’den fazla enzim saptanmistir. Bu
say1 her gegen giin daha da artmaktadir. Bu sayilar nedeniyle enzimlerin gérevlerine, diger bir
ifade ile kataliz ettikleri reaksiyon ¢esitlerine gore siniflandirilmalar1 yapilmistir. Tablo 2.2de
sistematik enzim siniflandirilmasi ve bu sinifa ait enzimlerin kataliz ettikleri reaksiyon tiirleri

verilmistir (lhan, 2017).

Tablo 2.2: Enzimlerin smiflandirilmasi (ilhan, 2017).

Grup Kataliz Edilen Reaksiyon Ornek Enzim
reaksiyon Gosterimi
AH+B —» A+BH | Dehidrojenazlar,
EC.1 Redoks reaksiyonlari oksidazlar,
Oksidorediiktazlar | katalizlenir. A+0O —>» AO | peroksidazlar,
oksijenazlar vb.
Bir fonksiyonel grubun Transaminazlar,

EC.2 bir bilesikten bir baska AB+C —» A+BC | kinazlar,

Transferazlar bilesige aktarimini fosfomutazlar vb.
katalizlerler.

Substrata su ekleyerek AB+H,0 Esteraz, lipaz,
neden olan, bir fosfataz, peptidaz,

EC.3 substrattan iki {iriin l niikleaz, amilaz,

Hidrolazlar olusumunu kataliz iireaz vb.
ederler. AOH+BH
C-C,C-N,C-OveC-S RCOCOOH
baglarinin kopmasini Dekarboksilazlar,

EC.4 veya olugmasini aldolaz, hidrataz,

Liyazlar hidrolitik olmayan dehidrataz, sentaz
yollarla kataliz eden enzimleri vb.
enzimlerdir. RCOH + CO2
Molekiil i¢i yapilanmay1 Resemazlar,

EC.5 kataliz eden enzimlerdir. AB —» BA izomerazlar,

Izomerazlar epimerazlar vb.
C-C,C-N,C-OveC-S X+Y +ATP

EC.6 baglarinin olusumunu,

Ligazlar ATP’nin Sentetazlar,
parcalanmasindan gelen karboksilazlar vb.
enerji ile kataliz eden
enzimlerdir. XY + ADP + Pi
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Enzimlerin aktivitelerini gosterebilmeleri i¢in bazi sartlarin etkisi de bulunmaktadir. Her
enzimin maksimum aktivitesi i¢in bu sartlar degisebilmekle beraber, enzimin bulundugu doku
ve gorevi de bu maksimum aktivitenin belirlenmesinde 6nemlidir. Enzimlerin ¢aligmasini

etkileyen faktorler;

» Sicaklik: Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degerine optimum sicaklik
degeri denir. Bu deger her enzim i¢in farkli olabilir. Cok yiiksek sicaklik degerlerinde

proteinlerin denatiire olmalarindan kaynakli olarak aktivite geri doniisiimsiiz olarak kaybedilir.

« pH: H" iyonlarmin konsantrasyonu, substratlarin iyonizasyonunda enzimlerin aktif
bolgesinde yer alan asidik ve bazik gruplarin substrat ile etkilesimleri icin 6nemlidir. Cok
yiiksek veya ¢ok diisitk pH degerlerinde enzimin iyonik karakteri degiseceginden aktivitesi de
degismektedir. Enzimlerinin maksimum aktivite gosterdikleri pH degerine optimum pH degeri

denilmektedir.

« Iyon etkisi: Metal iyonlar1 baz1 enzimler i¢in kofaktor olarak gérev yapar ve aktivitenin
olmasini saglar. Ancak bazi metaller belli konsantrasyon degerlerine ulastiklarinda enzimlerin

aktivitelerinin azalmasina veya durmasina neden olabilmektedir.

* Enzim konsantrasyonu: Yeterli substrat oldugu durumlarda, ortamda ne kadar ¢ok

reaksiyona giren enzim bulunursa reaksiyon hizi da o oranda dogrusal olarak artmaktadir.

+ Substrat konsantrasyonu: Sabit enzim konsantrasyonunun bulundugu bir ortamda substrat
konsantrasyonunun artmasiyla enzim reaksiyonunun hiz1 belirli bir noktaya kadar artis gosterir,

daha sonra hiz sabit kalmaktadir.

* lsik: Enzimlerin aktiviteleri 11k tarafindan artar ya da azalir. Bu durum enzimlerin hangi
biyolojik olayda gérev yaptiklarina gore degisiklik gosterebilir. Ornegin fotosentez
enzimlerinin aktiviteleri 1s1k altinda artmaktadir. UV 15181 ise bazi enzimlerin aktivitesinin

azalmasina neden olabilmektedir (Onat ve dig., 2002; ilhan, 2017; Can ve Akev, 2021).
2.3.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimatik bir reaksiyonun hizini, katalitik etkinli§ini azaltabilen veya tamamen

durdurabilen maddelere inhibitor, bu gerceklesen olay ise enzim inhibisyonu denmektedir.



18

Enzim inhibisyonu bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in olduk¢a Onemli ve her gegen giin

popiilerligini koruyan bir ¢caligma alanidir.

Enzim inhibisyonu farkli mekanizmalar tizerinden gergeklesebilmekte ve bu mekanizmalara

gore enzim inhibisyonu iki grupta incelenmektedir. Bunlar;
A) Reversibl (Geri Déniisiimlii) Enzim inhibisyonu
» Kompetitif (yarigmali) enzim inhibisyonu
» Nonkompetitif (yarigsmasiz) enzim inhibisyonu
» Ankompetitif (yari-yarigmali) enzim inhibisyonu
» Karnisik Tip (Miks) enzim inhibisyonu

B) Irreversibl (Geri Déoniisiimsiiz) Enzim Inhibisyonu (Ilhan, 2017).

2.3.1.1. Reversibl (Geri Déniisiimlii) Enzim inhibisyonu

2.3.1.1.1. Kompetitif (Yarismali) Enzim Inhibisyonu

Inhibe edilmek istenen enzimin kullandig1 substrata yapisal olarak benzeyen inhibitdrlerin
oldugu inhibisyon cesididir. Isminden de anlasilacag: gibi inhibitér madde substratla yarisarak
enzimin aktif merkezine girmeye ¢alisir. Bu ylizden substratin enzime olan ilgisini gosteren Km
degerinin artmasina yani substratin enzime olan ilgisinin azalmasina neden olur. Ortamdaki
substrat konsantrasyonunun artmast inhibitor maddenin etkinligini azaltabilmektedir ve
inhibisyon bu sekilde tersine gevrilebilir. Yarigmali inhibisyon tiirline en iyi 6rnek olarak,
stiksinata kimyasal yapi olarak ¢ok benzeyen malonat, glutarat, oksalat ve oksalasetatin
stiksinat dehidrojenaz enziminin inhibitdrii olmasi verilebilir. Yarismali inhibisyon tiiriinde Km
degeri artarken Vmax degerinde herhangi bir degisim gdzlenmez (ilhan, 2017). Yarismali

inhibisyon tiiriine ait Lineweawer-Burk grafigi Sekil 2.11°de verilmistir.
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Sekil 2.11: Yarismal1 enzim inhibisyonuna ait Lineweawer-Burk grafigi (Ilhan, 2017).

2.3.1.1.2. Nonkompetitif (Yarismasiz) Enzim Inhibisyonu

Bir inhibitoriin substratin baglanma bdlgesi disinda spesifik bir baska baglanma bolgesine
enzim serbest halde iken enzime ya da enzim-substrat kompleksine baglanabildigi inhibisyon
tiriidiir. Genelde bu tip inhibisyon gosteren inhibitdrler yapisal olarak substratlara
benzemezler. Serbest enzime ya da enzim-substrat kompleksine baglanabildigi ve bu
karmasiklik yiiziinden nonkompetitif (yarigmasiz) inhibisyon tiirii son yillarda miks inhibisyon
icinde degerlendirilmektedir. Reaksiyon kinetiginde inhibitdr madde substratla yarismadigi icin
substratin enzime olan ilgisini degistirmez, yani Km degeri defismez. Vmax degeri ise
azalmaktadir. Nonkompetitif (yarigmasiz) inhibisyon tiiriine ait Lineweawer-Burk grafigi Sekil

2.12°de verilmistir (Ilhan, 2017).

3[1]
211]
- 1/V ey
S [1]
/ [1] yok
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Sekil 2.12: Yarismasiz enzim inhibisyonuna ait Lineweawer-Burk grafigi (ilhan, 2017).
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2.3.1.1.3. Ankompetitif (Yari-Yarismali) Enzim Inhibisyonu

Inhibitér maddenin sadece enzim-substrat kompleksine baglandig1 inhibisyon tiiriidiir ve bu
kompleksten iiriin meydana gelememektedir. Inhibitsr madde yapisal olarak substrata
benzememektedir ve substratin baglandig: yerin disinda bir yere baglanmaktadir ve enzimin
aktivitesi bu sekilde azalmaktadir. Ankompetitif inhibisyon tiirlinde Km ve Vmax degerleri
inhibitér varliginda azalmaktadir (ilhan, 2017). Ankompetitif (yari-yarismali) enzim
inhibisyonuna ait Lineweawer-Burk grafigi Sekil 2.13’te verilmistir.

1/V g 2[1]

Y

[1] yok

-1
1/[S]

Sekil 2.13: Yari-yarismali enzim inhibisyonuna ait Lineweawer-Burk grafigi (ilhan, 2017).

2.3.1.1.4. Karisik (Miks) Enzim Inhibisyonu
Bu inhibisyon tiirtinde inhibitér madde enzim aktif bdlgesine baglanabildigi gibi enzim-
substrat kompleksine de baglanabilmektedir. Bu tip inhibisyonda substrat konsantrasyonunun
arttirilmastyla inhibisyon azaltilabilir ancak tamamen durdurulamaz. Inhibitoriin aktif merkeze
de baglanabilmesinden dolay1 substratin enzime olan ilgisi, yani Km degeri, artabilir ya da
azalabilir. Vmax degeri ise daima azalmaktadir. Karisik Tip (Miks) enzim inhibisyonuna ait
Lineweawer-Burk grafigi Sekil 2.14’te verilmistir (Kiifrevioglu ve Keha, 2014; ilhan, 2017).
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Sekil 2.14: Karisik (Miks) tip enzim inhibisyonuna ait Lineweawer-Burk grafikleri (ilhan, 2017).

2.3.1.2. Irreversibl (Geri Déniigiimsiiz) Enzim Inhibisyonu

Geri doniistimsiiz inhibisyon tiiriinde inhibitdr madde enzimin kataliz ettigi reaksiyon i¢in
gerekli olan bir fonksiyonel gruba kovalent olarak baglanir. Bu baglanmanin etkisiyle enzimin
aktif merkezinin yapisi bozulur ve substratin baglanmasi ger¢eklesmez. Bu inhibisyon tiirii
adin1 parcalanmasi kolay olmayan ve inhibitor ile enzim arasinda olusan kovalent bagdan adini

almaktadir. Inhibisyon baslangicta tam anlamiyla olusmaz ancak zamana bagli olarak artar.

Bu tip inhibisyona en iyi érneklerden biri, ikinci Diinya Savasi’nda sinir gazi olarak bilinen
ve kullanilan diizoopropil florofosfat (DFP) adli bilesiktir. DFP, asetilkolin esteraz enziminin
aktif merkezindeki serin amino asidinin hidroksil grubuna kovalent baglanarak, substrat olan
asetilkolinin enzimin aktif merkezine baglanmasini engeller. Bu engellemeyle sinir uyarilari

bloke edilir ve boylece bu maddeye maruz kalanlarda fel¢ goriiliir.

Son yillarda bu inhibisyon tiiriiniin 6nemi olduk¢a artmistir. Geri doniisiimsiiz inhibisyon
turlinin bir alt sinifi olan ve intihar inhibitorleri olarak isimlendirilen bu maddeler, tedavi
amagli iiretim icin yapilan aragtirma alanini oldukca genisletmistir. Bu tarz bir inhibitér madde
hedef enziminin aktif merkezine baglanincaya dek oldukca tepkisizdir. Bu tip inhibitorler
enzimin aktif bolgesi ile kovalent olarak geri doniisiimsiiz baglanirken, inhibitor ayn1 zamanda
enzim tarafindan da pargalanir. Bu pargalanma iiriinleri de enzimin aktif merkezine kovalent
olarak baglanarak inhibisyonu gerceklestirir. Bu reaksiyon ozelliklerinden dolay1 intihar
inhibitdrleri akilli ilag tasarimlarinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Ornegin; beta laktamaz

inhibitorleri etkilerini enzimin aktif merkezine baglanarak gosterirler. Bu baglanmanin
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gerceklesmesinden sonra enzim inhibitoriin parcalanmasina da neden olur ve olusan {iriinler

beta laktamaz enziminin aktif merkezine kovalent olarak baglanir (ilhan, 2017).
2.4. GLUTAMAT DEHIDROJENAZ ENZIiMi VE OZELLIKLERIi

GDH enzimi yasayan biitiin canli tiirlerinde bulunan, ¢ift yonlii reaksiyonla L-glutamattan
a-ketoglutarat olusumunu katalizleyen ve bu reaksiyon sirasinda reakSiyonun yoniine gore
NAD" (NADP") ya da NADH (NADPH) + H* molekiillerini ayni1 anda kullanabilen tek
enzimdir (Sekil 2.15) (Hudson ve Daniel, 1993).

NH;*

1 (® ]
H—C — CcOoO- n
1 C—COO-
CH, GDH 1
1 + NAD* + H,O =————*" NH;* + CH, + NADH + H*
CH. (veya NADP) 1 {(veya NADPH)
1 CH2
CoO- 1
COO-
Glutamat a-Ketoglutarat

Sekil 2.15: Glutamat dehidrojenaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Hudson ve Daniel, 1993).

GDH enzimi hemen hemen biitiin canlilarda homohekzamerik bir yapiya sahiptir ve
hiicrenin mitokondrisinde bulunmaktadir. Bazi memeli hiicrelerinde GDH, mitokondriyal
matristeki proteinin %10'una karsilik gelebilmektedir (Rothe ve dig., 1994). GDH enzimi
memeli hayvanlarda yaklagik 500 amino asitten olusurken, diger canlilarda yaklasik 450 amino
asitten olugmustur. Reaksiyonel olarak GDH enzimi tiim canlilarda ayni reaksiyonu
katalizlemesine ragmen metabolitik etkileri ve aldig1 roller canlidan canliya degisebilmektedir.
Bakteri gibi prokaryot canlilarda GDH enziminin gorevi protein sentezi ve diger hiicresel

prosesler i¢in gerekli olan glutamat tiretimini saglamaktir.

GDH enziminin koenzim bagimliligma gore ii¢ tiirti bulunmaktadir. Bunlar NAD*-bagimli,

NAD(P)"-bagimli ve NADP*-bagimli olarak isimlendirilmektedir (Sekil 2.16).
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EC 1.4.1.2: L-glutamat+H,O+NAD' == a-ketoglutarat+NH;+NADH+H'
EC 1.4.1.3: L-glutamat+H,O+NAD(P)" == a-ketoglutarat+NH+NAD(P)H+H"
EC 1.4.1.4: L-glutamat+H,O+ NADP === a-ketoglutarat+NH;+NADPH+H"

Sekil 2.16: Koenzim bagimliligina gére glutamat dehidrojenaz enziminin reaksiyonlari (Giiler,2014).

Bakteri gibi diisiik yasam formlarinda genellikle NAD™ i¢in koenzim ozgilliigii gosteren
farkli GDH izoenzimleri bulunmaktadir. Genelde NAD* bagimli GDH enzimleri katabolitik
ihtiyaglarda, NADP" bagimli GDH enzimleri ise biyosentez reaksiyonlari i¢in kullanildiklar
ileri stirilmistiir. Diger yandan inorganik azotlar1 (nitrat veya amonyak olarak) kullanabilen
Escherichia coli gibi organizmalar sentez ihtiyaglari igin NADP* bagimli GDH kullanirlar
(Engel, 2014). Bitkilerde GDH enziminin NAD™ bagimli ve NADP* bagimli izoenzimlerinin
her ikisi de bulunmaktadir. Genelde NAD* bagimli GDH enzimi bitkilerin floem (soymuk

borusu) yapisinda bulunan hiicrelerin mitokondrisine lokalize olurlar (Labboun ve dig., 2009).

Prokaryot canlilarda GDH enziminin aktivitesinin diizenlenmesi allosterik olarak
gerceklesmemektedir. Ancak evrimsel siiregle birlikte GDH enzimi katabolik bir fonksiyon
kazanarak, glutamatin enerji eldesi i¢in TCA siklusuna girmesini saglayacak sekilde
evrimlesmistir. Bu 6zelligin kazanilmas1 GDH’1n allosterik regiilasyonunun ortaya ¢ikmasiyla
iligskilendirilmistir. Allosterik bir enzim olan GDH’1n regiilasyonu bu yiizden organizma igin

olduk¢a 6nemlidir (Smith ve Stanley, 2008).

Memelilerde GDH enzimi hiicrenin mitokondrisinde bulunur ve regiile edilen allosterik bir
enzimdir. Memeli GDH1'in (insandaki adi hGDHI1, PDB code: 1L1F) hem NAD" hem de
NADP*y1 kullanabilmesi, enzimin hem katabolik hem de hiicresel sentez islemlerde rol
oynamasini saglamaktadir. Sekil 2.17°de gosterilmis oldugu iizere GDH1 enzimi spesifik bir
allosterik regiilasyon sistemine sahiptir. Bu 06zelligini evrimsel siirecte “antenna” olarak
isimlendirilen ve kelime anlami Ingilizcede “anten” olan bir bdlgeden ileri geldigi

diistiniilmektedir (Peterson ve Smith, 1999; Smith ve dig., 2002; Banerjee ve dig., 2003).
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Sekil 2.17: Insan glutamat dehidrojenaz-1lenziminin yapis1 (Smith ve dig., 2002).

Insanlarda ve primatlarda GDH enziminin iki formu bulunmaktadir. Bunlar GDHI1 ve
GDH2’dir. GDH2’nin 23 milyon yildan daha az bir slire 6nce GDHI'in yeniden
diizenlenmesinden kaynaklandig1 diislintilen, intronsuz bir GDH bi¢imi oldugu
diisiiniilmektedir (Shashidharan ve dig., 1997; Burki ve Kaessmann, 2004). GDH2 genellikle
ndronal ve testis dokusunda bulunmaktadir ve GDH1 gibi GDH2’de hiicrenin mitokondrisinde

bulunmaktadir (Mastorodemos ve dig., 2005).

Insan GDH izoenzimleri olan hGDH1 ve hGDH2, substratlarina kars: farkli Km degerlerine
sahiptirler. Yapilan bir ¢alismada hGDH1 ve hGDH2 enzimlerinin ortamda aktivator olarak 0.1
mM ADP bulundugu kosullarda substratlarina ait Km degerlerini sirasiyla glutamat: 7.6 ve 2.4
mM; a-ketoglutarat: 0.9 ve 1.5 mM olarak bulunmustur. Bu degerlerden de anlasilacagi iizere
hGDHI1 enziminin aminasyon yoniindeki reaksiyon etkisi hGDH2’ye kiyasla daha gii¢liidiir
(Plaitakis ve dig., 2000). Her iki izoenzim de pozitif regiilatér olan ADP tarafindan aktive
edilirler ancak hGDH?2 i¢in ADP aktivasyonu daha gii¢liidiir (Plaitakis ve dig., 2000; Plaitakis
ve Zaganas, 2001).
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Insanlarda bulunan hGDH1 ve hGDH2 izoenzimleri organizmada bulunan metabolitler olan
steroid hormonlar, poliaminler ve noroleptik (antipsikotik) ilaglar tarafindan da inhibe
edilmektedirler (Plaitakis ve dig., 2013). Disi cinsiyet hormonlar1t hGDH2 enzimini hGDH1’e
kiyasla 20 kat daha fazla inhibe etmektedir. 17-B-6stradiol hormonun ICsp degeri hGDHI1
enzimi i¢in 26.94 uM iken hGDH2 enzimi i¢in 1.53 uM olarak bulunmustur (Borompokas ve
dig., 2010). Endojen bir poliamin olan spermidin, organizmada bir baska endojen GDH
inhibitoriidiir. Spermidin 6zellikle hGDH2 enzimi iizerine etkilidir. hGDHI i¢in spermidinin
ICs0 degeri 6.3 mM olarak bulunurken, hGDH?2 i¢in 2.8 mM olarak bulunmustur (Spanaki ve
dig., 2012). Noroleptik ilaglar genellikle psikozlarin tedavisinde kullanilan bir ilag grubudur.
Haloperidol, sizofreni, Tourette sendromunda tikler, bipolar bozuklukta mani, bulanti ve
kusma, deliryum, ajitasyon, akut psikoz ve alkol yoksunlugunda haliisinasyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Haloperidol ilacinin kuvvetli bir hGDH2 inhibitorii oldugu bulunmustur ve
hGDHI1 igin ICsp degeri 121.59 uM, hGDH?2 igin ICso degeri 25.62 uM olarak bulunmustur.
Benzer sekilde perfeanazin ilact da hGDH2 i¢in kuvvetli bir inhibitordiir. Bu ilacin hGDHI i¢in
ICs0 degeri 193.90 uM, hGDH2 i¢in ICso degeri 31.12 uM olarak bulunmustur (Plaitakis ve
dig., 2013).

2.4.1. Glutamat Dehidrojenaz Enziminin Regiilasyonu

Memelilerde GDH enzimi iki ana regiilator olan adenozin difostat (ADP) ve guanozin
trifosfat (GTP) tarafindan regiile edilir. Memelilerde ATP/ADP orani enerji ihtiyacinin bir
gostergesi olarak kabul edilmekte olup enerji metabolizma reaksiyonlart icin regiile edici
ozellige sahiptir. Bu oranin artmasi organizmanin enerji ihtiyacit olmadigi, bu oranin azalmasi
ise organizmanin enerjiye ihtiyact oldugu anlamina gelmektedir. ADP konsantrasyonunun
artmasi bu oranin azalmasina ve enerji elde edilmesi i¢in yikim reaksiyonlarinin artmasina
sebep olmaktadir. Amino asitler transaminasyon reaksiyonlar1 sonucu glutamat olarak toplanir
ve ardindan GDH enziminin katalitik etkisiyle a-ketoglutarat olusur. Olusan a-ketoglutarat
TCA siklusuna girer ve bdylece amino asitlerin karbon iskeleti ile enerji metabolizmasi arasinda
baglant1 kurulmus olur. ADP’nin bu sekilde etki gdstermesinden dolay1 ADP, GDH enzimi i¢in
pozitif modiilatordiir (Ming ve dig., 2014).

TCA siklusunda GTP molekiilii siiksinil-KOA sentetaz enziminin reaksiyonu sonucunda
olusmaktadir. GTP/GDP oraninin yiiksekligi TCA siklusunun hizli c¢alistigi ve buna bagh

olarak enerji ihtiyacinin bulundugu anlamina gelmektedir. Olusan GTP enerji elde edilmesinde
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ATP gibi kullanilmadig i¢in GTP fosfat grubunu ADP’ye vererek ATP olusumuna ve bdylece
enerji ihtiyacinin karsilanmasina yonelik gorev alir. GTP’ nin ATP’ye donlismemesi ise
organizmanin enerji ihtiyact olmadig1 anlamina gelir ve bu durum da GTP, GDH igin negatif
modiilator olarak gorev alir ve GDH enzimini inhibe eder. GTP bu inhibisyon etkisini GDH
enziminde 0zel bir yere baglanarak yapmaktadir. GTP, “antenna” olarak adlandirilan bdlgenin
tabanina baglanir ve bu baglanma ile katalitik yarik agilmasi ile iligkili NAD* alaninin
hareketini onler (Sekil 2.18) (Peterson ve Smith, 1999; Smith ve dig., 2001). GTP’nin bu
hareketi inhibisyonu substrat ve koenzimin baglanma afinitesini arttirmak ve {irlin salimin
yavaglatma yoluyla yaptig1 diisiiniilmektedir (Frieden, 1963; Iwatsubo ve Pantaloni, 1967;
Koberstein ve Sund, 1973).

Antenna ﬂ:‘

Sekil 2.18: Glutamat dehidrojenaz enzimi ve baglanma bolgeleri (Smith ve dig., 2017).

GDH enziminde meydana gelen ve GTP baglanma bdlgesinin mutasyona ugramasi
sonucunda allosterik baglanma bdlgesinin yeri degisir. Bu durum GDH enziminin siirekli aktive
olmasina neden olarak hiperinsiilinizm-hiperamonemi sendromu (HI/HA) olarak adlandirilan
genetik bir hastaligin olusmasina neden olmaktadir. Bu sendrom kan iginde yiiksek diizeyde

amonyak miktarinin bulunmasi ve buna eslik eden hipoglisemi ile karakteristiktir. H/HA
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sendromu glutamat dehidrojenaz 1 (GLUD1) genindeki fonksiyon mutasyonlarinin olusmasina
bagli olarak, GTP’nin GDH enzimi {izerindeki inhibitor etkisinin azalmasina ve aktivasyona
neden olmasindan kaynaklanmaktadir. GDH’1n yiiksek aktiviteye sahip olmasi reaksiyonun a-
ketoglutarat yoniinde olmasina neden olur ve buna bagh olarak yiiksek miktarda amonyak

gozlemlenir (Lonlay ve dig., 2001; Hong ve dig., 2019).

Pankreas B-hiicrelerinde, a-ketoglutarat, TCA dongiisiinde metabolize edilir ve ATP'ye
duyarli potasyum kanallarin1 kapatan hiicresel ATP konsantrasyonunu arttirir. Olusan hiicre
depolarizasyonu sonucunda kalsiyum kanallaridan Ca?* gecisi ve insiilin salinim1 gergeklesir.
GDH’1n asir1 ¢alismasiyla ve bu mekanizmanin gerceklesmesiyle de insiilinin fazla miktarda
salgilanmasina bagli olarak hiperinsiilinizm goriliir. GDH enziminin inhibisyonu HI/HA
sendromuna sahip hastalarda tedavilerine yardimci olmak amaciyla kullanilabilir (Ashcroft,
2005).

Dall1 yapida bir amino asit olan L-16sin, GDH enzimi i¢in pozitif bir modiilatoérdiir. Yapilan
calismalar, L-16sinin ADP ile ayn1 bolgeye baglandigini gostermektedir (Prough ve dig., 1973).
Herrero-Yralo ve arkadaslarinin (2001) yaptigi bir ¢alismada insan mitokondriyal ADP-ribozil
transferaz enzimi olan sirtuin 4 (SIRT4)’iin, negatif modiilator etkisi ile GDH enzimini inhibe
ettigi ve bunu yaparken de enzime NAD® aracili ADP-ribozilasyonunu gerceklestirdigi

saptanmugtir (Herrero-Yralo ve dig., 2001).
2.4.2. Glutamat Dehidrojenaz Enziminin Insiilin Sekresyonuna Etkisi

Pankreasta bulunan B-hiicrelerin mitokondrilerinin insiilin sekresyonunda 6nemli bir rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. B-hiicrelerin hiicre i¢ci ATP/ADP oraninin artmasi membran
ylizeyinde bulunan K*/ATP kanallarimin agilmasma ve buna bagh olarak hiicre iginden K*
iyonlarinin ¢ikisina neden olmaktadir. Hiicreden K' iyonlarinin ¢ikmasina bagli olarak
elektriksel bir fark olusur. Bu voltaj farki Ca?" kanallarmin agilmasina, hiicre igine Ca?*
iyonlarinin gegisine ve bdylece hiicre i¢i Ca?* konsantrasyonunun artisina sebep olur. Hiicre ici
serbest sitoplazmik Ca?* konsantrasyonunun artist insiilinin hiicre igerisinden kana saliimini

arttirir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19: Glutamat dehidrojenaz enziminin insiilin salinimi tizerine etkisi (Isabel ve Hindrik, 2012).

HI/HA sendromuna sahip hastalarda GDH aktivitesi hiicre ici Ca®* iyon konsantrasyonunun
artigina bagl olarak hiperinsiilinizm goriiliir. GDH aktivitesinin insiilin {izerine olan bu etkisi
diyabet hastaliginin tedavisinde yeni bir yontem olarak one siiriilebilir. GDH aktivitesinin
yiikksek olmasi ATP/ADP oraminin yiikselmesine yol acacagmdan hiicre ici Ca®*
konsantrasyonunun artigina ve insiilin saliniminin artmasina neden olacaktir. Bu agidan
diigiiniildiigiinde kan sekerinin yiiksekligine bagl olarak olusan Tip Il diyabet hastaliginin
tedavisi i¢cin GDH aktivitesinin artmasi tedavi yontemi olabilir. Ayrica 16sin gibi BCH (B-2-
amino bisiklo (2.2.1)-heptan-2-karboksiklik asit) GDH enzimi i¢in bir aktivatordiir ve diyabet
modeli uygulanmig farelerde pankreas B-hiicrelerini korudugu tespit edilmistir (Han ve dig.,
2012).

Hipoglisemi hastalarinda yiiksek insiilin seviyesine bagli olarak kan sekerinin hizli diigiisti
goriilmektedir. Bu diisiise miidahale edilmezse hipoglisemik kisilerde konsantrasyon gii¢liigii,
uyku hali ve hatta komaya kadar gidebilen agir nérolojik belirtiler ortaya ¢ikabilir. Hipoglisemi
hastalarinda insiilin seviyesini diigiirmek icin regiilasyon yolu olarak GDH enziminin
inhibisyonu tercih edilebilecek bir yol olarak diisiiniilmektedir. GDH enziminin kontrollii

inhibisyonu bu tip rahatsizliga sahip bireylerin tedavisinde bir yontem olabilir. GDH
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inhibisyonu ile hiicre ici ATP/ADP oranmin diismesine bagli olarak hiicre i¢i Ca?*
konsantrasyonunun azalmasina ve insiilin salinimmin azalmasma neden olarak hipoglisemik
hastalara yeni bir yaklasim saglamaktadir (Stanley ve dig., 1998; Stanley ve dig., 2000;
MacMullen ve dig., 2001).

2.4.3. Glutamat Dehidrojenaz Enziminin Tiimor Biiyiimesi ve Sinirsel
Gelisimdeki Rolii

Metabolizmanin korunmasinda GDH enziminin artan bir rolii oldugu her gecen giin yapilan
aragtirmalarla ortaya konulmaktadir. DeBerardinis ve arkadaslarmin 2007 yilinda yaptiklar
calismada *C NMR spektroskopisi kullanilarak, glutaminolizinden olusan indirgeyici gii¢ ve
pirivat lizerinden olusan asetil koenzim A’nin yag asidi biyosentezinde kullanildiklart
bulunmustur (DeBerardinis ve dig., 2007). Glutaminoliz reaksiyonlari, glutaminden baslayarak
TCA siklusu ara maddelerinin, malat-aspartat mekik sistemi ve tiimor hiicrelerinde asirt
eksprese edilen enzimlerin gergeklestirdigi reaksiyonlardir. Glutaminden gelen amino
gruplariin ¢ogu metabolize edilirken, karbon omurgasi biyosentetik reaksiyonlar i¢in TCA

siklusu ara maddeleri ile birlestirilir. Sekil 2.20°de glutaminoliz reaksiyonlari gosterilmistir.
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Sekil 2.20: Glutaminoliz reaksiyonlar1 (Yang ve dig., 2017).

Benzer sekilde, glioblastom hiicrelerinin (kotii huylu beyin tiimdrii hiicreleri) bozulmus
glukoz metabolizmasinda veya Akt sinyalinde hayatta kalmast i¢in GDH'in gerekli oldugu
bulunmustur (Yang ve dig., 2009). Bu ¢alismada glioblastom hiicrelerinin GDH aktivitesinin
bozulmasiyla glukoz kullanabildigini, hiicreler glukozdan yoksun birakilir ya da glukoz
metabolizmasi bozulursa hiicrelerin biiylimesi icin GDH aktivitesine ihtiya¢ duymaktadir. Bu
ihtiyag GDH aktivitesinin sonucunda TCA siklusu ara maddelerinin olusmasina bagli olarak

enerji metabolizmasinin devamliligini saglamasindan ileri gelmektedir.

Son ¢aligmalar, diger mitokondriyal enzimlerin GDH aracili glutaminolizi diizenlemede
nasil 6nemli bir rol oynadigini da gostermistir (Csibi ve dig., 2013). Bu ¢calismada memelilerde
besin, enerji, redoks sensorii olarak islev goren ve protein sentezini kontrol eden bir protein
kompleksi olan rapamisin kompleks 1’in (mTORCI1) aktivasyonunun sirtuini (SIRT4)
bastirarak glutaminolizi arttirdigini géstermistir. SIRT4’tin GDH enziminin negatif mddiilatorii
oldugu diisliniildiigiinde bu durumda GDH aktivitesi artacaktir. SIRT4 asir1 eksprese

edildiginde, hiicre proliferasyonu, tiimor gelisimi ve transformasyonun tiimii inhibe edilir. Bu
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etkiden dolayi1 GDH enziminin aktivitesinin diismesi timor gelisimini 6nlemek agisindan

onemli olabilmektedir.

Tiimorlerde gozlenen artmig GDH aktivitesinin kolorektal kanser hastalarinda olast bir
prognostik belirte¢ oldugu ve metastazin gostergesi oldugu gosterilmistir (Liu ve dig., 2015).
Tim bu ¢alismalar GDH enziminin hiicre proliferasyonunun ve gelisiminin diizenlenmesinde

regiilasyonunun ¢ok énemli oldugunu dogrudan gostermektedir.

Amonyak hiicre metabolizmasinda olusan bir iirlin olmasina karsin, 6zellikle kanserde
amonyak tiretiminin biyolojik sonuglari bugiine kadar tam olarak anlagilamamistir. Ancak
Spinelli ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptiklari ¢alismanin sonucunda, amonyagin sadece bir
atik iiriin olmadigini, ayn1 zamanda tiimor biyokiitlesini destekleyebilen temel bir azot kaynagi
oldugunu gostermislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada farelerde meme kanseri ¢evresinde bulunan
amonyagin GDH aktivitesine bagli olarak amino asit {iretimi ve bu yolla timor biyokiitlesinin

artmasina neden oldugunu gostermislerdir (Spinelli ve dig., 2017).

2.4.4. Insan Testis ve Bobrek Dokularinda Glutamat Dehidrojenaz Enziminin
Etkileri

Insan testis dokusunda bulunan Sertoli hiicrelerinde hGDH2 enziminin yogun ekspresyonu
spermatidlerin beslenmesinde destekleyici rolii bulunmaktadir. Sertoli hiicreleri laktat ve diger
metabolitlerle spermatid saglamaktadir. Laktat ise glukoneojenez reaksiyonlari sonucunda
olusmaktadir. Bu agidan bakildiginda GDH enziminin deaminasyon ydniinde ¢alismasiyla a-
ketoglutarat olusarak laktat sentezini destekleyecektir (Spanaki ve dig., 2010; Spanaki ve dig.,
2015).

Insan bobrek dokusunda GDH enziminin &zellikle asidik kosullar altinda asit-baz
homeostazinin diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Normal asit-baz dengesine
sahip bireylerde enzim aktivitesi nispeten diisiik olurken akut ya da kronik sorunlara bagli
olarak ortaya c¢ikabilecek asidoz durumlarinda GDH aktivitesi artmaktadir. Artan GDH
aktivitesi ortam pH’in1 dengelemek i¢in deaminasyon yoniinde calisir ve bu sayede asit-baz

dengesinin olusmasina katki saglar (Van De Poll ve dig., 2004).
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2.4.5. Glutamat Dehidrojenaz Enziminin Saflastirilmasina ait Kaynak Ozeti

Metabolitik 6nemi diisiintildiigiinde GDH enziminin yapisinin aragtirilmasi oldukca
onemlidir. Hem iki yoOnlii reaksiyon olmasi hem de NAD(H)" ve NADP(H)™1
kullanabilmesinden dolayr GDH enzimi bulundugu lokasyon ve canli tiirtine gore farklilik
gostermektedir. Bu yilizden GDH enziminin farkli canli ve dokulardan saflastirilmasi ve

karakterizasyonu olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda bugiine kadar bircok farkli kaynaktan ve dokudan
GDH enziminin saflastirilmis oldugu tespit edilmistir. GDH enzimi bugiine kadar Neurospora
crassa (Sanwal ve Lata, 1961), Saccharomyces cerevisiae (Grisolia ve dig., 1964), Candida
utilis (Hemmings, 1980), Agaricus bisporus (Baars ve dig., 1995), Laccaria laccata (Burn ve
dig., 1992), Geotrichum candidum (Zhu ve dig., 2017) mantarlarindan, Thermophilic bacillus
(Epstein and Grossowicz, 1975), Paracoccus denitrificans (Kremeckova ve dig., 1992)
bakterilerilerinden, Thermococcus litoralis (Ma ve dig., 1994) Halobacterium (Leicht ve dig.,
1978) arkealarindan ve Chiorella sorokiniana (Meredith ve dig., 1978) mikroalginden

saflastirilmastir.

Mantar, bakteri, arkea ve mikroalg disinda GDH enzimi bitki ve bitki kisimlarindan da
basariyla saflagtirilmistir. Sumercimegi (Stewart ve Rhodes, 1977), bezelye yaprak ve kokleri
(Pahlich ve Joy, 1971; Kindt ve dig., 1980), soya fideleri (Turano ve dig., 1996), kanola
yapraklari (Watanabe ve dig., 1999), tritikale kokleri (Kwinta ve dig., 2001), bunlardan

bazilaridir.

GDH enzimi baliklardan, kuslardan ve memelilerden de saflastirilmis bir enzimdir. Tavuk
karacigerinden (Snoke, 1956), okiiz karacigerinden (Frieden, 1959), kurbaga karacigerinden
(Fahien ve dig., 1965), kopek baligi karacigerinden (Corman ve dig., 1967), tuna balig1
karacigerinden (Veronese ve dig., 1976), okiiz karaciger ve beyininden (Mccharty, 1980), yilan
balig1 karacigerinden (Hayashi ve dig., 1982), insan beyninden (Hussain ve dig., 1989), timsah
buz baliklarinin (Chaenocephalus aceratus) karacigerinden (Ciardiello ve dig., 1997) ve koyun

karacigerinden (Giiler, 2014) saflagtirilmistir.
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2.5. PROTEINLERIN SAFLASTIRILMASI

Proteinlerin saflastirilmasi, yapilarinin aydinlatilmasi, fonksiyonlarinin belirlenmesi ve
biyolojik dnemlerinin incelenmesi agisindan oldukga biiyiik onem arz etmektedir. Hedeflenen
bir proteinin saflagtirilmasi her zaman tek basamakta gerceklesmeyebilir. Bundan dolay1 farkl

yontemler kullanilarak saflagtirma oranlar1 daha da arttirilabilir.

Saflastirilacak protein i¢in en temel yaklasim maliyet ve siirenin diisiiriilmesidir. Hem hizli
hem de verimli bir yontem kullanmak en temel yaklasimi olusturmaktadir. Saflastirilacak
proteinin belirlenmesinden sonra ikinci agama kaynak belirlenmesidir. Kaynak belirlenmesinde
en Onemli parametre ucuz ve saflastirilacak proteinin kaynakta yiiksek oranda bulunmasidir.
Secilen kaynakta saflastirilacak proteinin nerede bulundugu tespit edilmeli ve saflastirma
basamaklar1 ona gore belirlenmelidir (Angal ve Harris, 1990). Saflastirilacak protein hiicre
icerisinde ise hiicre zarinin (varsa hiicre duvarinin) parcalanmasi gerekmektedir. Bu islem i¢in

iki farkli yontem kullanilir;

Kimyasal yontemler: Uygun tampon igerisinde hiicre zarinin kimyasal ajanlarla
pargalanmasi islemidir. Bu islem deterjanlar, organik ¢oziiciiler ve bazi enzimlerle muamele

edilerek gerceklestirilir.

Fiziksel yontemler: Doku ya da hiicreden saflastirilacak proteinin hiicre igerisinden
cikarilmas: icin fiziksel yontemler kullanilarak hedeflenen proteinin tampon c¢ozeltiye
gecirilmesi yontemleridir. Fiziksel yontemleri i¢inde; dondurma ve ¢oziindiirme, osmotik
basincin ani degistirilmesi, ultrasonik dalgalar, cam homojenizatér kullanilarak yapilan

parcalamalar, yiiksek basing, cam bilyelerle yapilan homojenizasyon bulunur.

Hiicre icinden kimyasal veya fiziksel yontemlerle ¢ikarilan saflastirilacak protein ileri
saflagtirma basamalarina hazir hale getirilmis olur. Bu basamaklarin tiimiinde saflastirilacak
olan proteinin aktivite kaybina ugramamasi i¢in dogru tampon konsantrasyonu, pH, sicaklik

gibi parametreler literatiire uygun sekilde gergeklestirilmelidir (Angal ve Harris, 1990).

Saflagtirilacak olan biyolojik materyal kaynagindan izole edildikten sonra bazi ara islemler
yapilabilmektedir. Bunlardan baslicalar1 santifiij islemi, amonyum siilfat ¢oktiirme ve

diyalizdir.
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Santrifiij: Bu islem merkez-ka¢ kuvvetine dayanan ve bir s1vi igerisinde bulunan farkl: kiitle
veya yogunluktaki taneciklerin birbirinden ayrilmasini saglayan islemdir. Saflastirma
basamaklarinin arasinda bir veya daha ¢ok kez yapilabilmektedir. Saflastirilacak materyalin

biyolojik aktivitesinin azalmamasi veya kaybolmamasi i¢in 0-4°C’de santrifiij islemi yapilir.

Amonyum Siilfat Coktiirmesi: Bir karisim igerisinde protein oldugu biliniyorsa bu
karisima artan miktarlarda amonyum siilfat ilavesi yapilmasi farkli proteinlerin farkli tuz
miktarinda ¢cokmesi saglanir. Amonyum siilfatin suda iyi ¢éziinmesi ve enzim aktivitesinin geri

kazaniminin yiiksek olmasi bu yontemin tercih edilmesinin baslica nedenlerindendir.

Diyaliz: Bu islem amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra uygulandigi gibi gradient
eliisyonda tuz kullanildiginda da uygulanan bir islemdir. Enzim ile bir arada bulunan tuz
iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in uygulanir. Diyaliz isleminde bu amagcla yar1 gegirgen

zarlar kullanilir (Ay ve dig., 2010).
2.5.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografi kelimesi eski Yunanca’dan gelmekte olup, renk anlamina gelen “chroma” ve
yazmak anlamina gelen “graphein” kelimelerinden tiiremistir. Kromatografi birbirinden farkli
bilesiklerin farkli fazlarda birbirinden dagilmasina dayanan bir sistemdir. Tiim kromatografik
islemlerde bir sabit faz (stasyoner faz) ve hareketli faz (mobil faz) bulunmaktadir.
Saflagtirilacak bilesenlerle sabit faz arasindaki etkilesim sekline gore farkli kromatografik

yontemler mevcuttur. Bunlar;

fyon degistirme kromatografisi: Bu kromatografi yontemi elektrostatik ¢ekime dayanan
bir adsorpsiyon yontemidir. Proteinlerin yapisinda bulunan amino asitlerin tiir ve sayilarina

gore olusan elektriksel yiikten yararlanilarak uygulanan bir kromatografi yontemidir.

Jel filtrasyon kromatografisi: Jel filtrasyon kromatografisi ayn1 zamanda molekiiler eleme
kromatografisi olarak da bilinir. Bu kromatografi yontemi molekiilleri boyutlarina gére ayirma
esasina dayanir. Proteinler boyutlarinin farkliliklarindan &tiirii bu kromatografik yontemle

birbirlerinden ayrilabilir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi: Proteinlerin biiylik bir kisimi1 hidrofobik 6zellik

gostermekte ve her bir protein igin bu hidrofobik 6zellik birbirinden farkli olmaktadir. Bu
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kromatografi yonteminde hidrofobik 6zelligi yiiksek olan protein sabit fazda daha fazla tutunur

ve kolondan geg ¢ikar.

Afinite kromatografisi: Bu kromatografi yontemi proteinleri biyolojik fonksiyonlarina
gore ayirmayi saglayan bir yontemdir. Bu 6zelliginden dolay1 yiiksek bir segicilik 6zelligine

sahip, hizl1 bir yontemdir (Konak ve dig., 2014).
2.5.1.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi bir adsorpsiyon teknigi olup, saflastirilmasi amaclanan biyolojik
materyal matriks’e kovalent olarak baglanmis olan bir liganda spesifik ve tersinir baglanmis
oldugu bir tekniktir. Afinite kromatografisinin en iyi 6zelligi bir¢ok basamakla saflastirilacak
olan biyolojik materyalin tek bir basamakta saflastirabiliyor olmasidir. Bu yiizden hizli bir
kromatografik yontemdir ve bir¢ok biyolojik materyali iceren bir karisimdan hadefleneni ¢cok

yiiksek bir verimde saflastirabilmektedir.

2.5.1.1.1. Afinite Kromatografisinin Temel Prensibi

Afinite kromatografisi genellikle enzimlerin, hormonlarin, antikorlarin ve niikleik asit gibi
biyolojik materyallerin saflagtirilmasinda kullanilan bir yontemdir. Kelime anlami “ilgi” olan
afinite kromatografisinde saflastirilmak istenen biyolojik materyal ile kompleks olusturabilen
bir ligand kolon dolgu maddesine baglanmaktadir. Bu 6zellik sayesinde ligand ile kompleks

olusturabilen biyolojik materyal kolona tutunurken, olusturamayanlar kolondan ayrilir (Sekil
2.21).
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Sekil 2.21: Afinite kromatografisinin uygulanmasi (Lehninger, 2005).

Sekil 2.22°de gosterildigi iizere (1)’de ligand matrikse kovalent olarak baglanir. (2)’de
karisim igerisindeki saflastirilacak olan biyolojik materyal kolona adsorbe olur ve olamayanlar
kolondan ayrilir. (3)’de kolona tutuklanmis olan biyolojik materyal eliie edilerek kolondan
alinir (Atasever, 2010).
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Sekil 2.22: Afinite kromatografisi prensibi (Atasever, 2010).

Afinite kromatografisinin siklikla kullanildigi biyolojik sistemler ve bu saflastirilacak

biyolojik sistemler i¢in kullanilan ligandlar Tablo 2.3°de verilmistir.
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Tablo 2.3: Afinite kromatografisinin kullanildig1 biyolojik sistemler ve ligandlar1 (Atasever, 2010).

Saflastirilacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre yiizey reseptorii
Niikleik Asit Komplementer baz dizisi, histon, niikleik asit

Hormon Reseptor, tasiyici protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik protein, lektin

Saflastirilacak biyolojik materyalin 6zelliklerine gdre matriks ve ligand se¢imi oldukca

Onemlidir.

Matriks: Afinite kromatografisinde matriks olarak Sephadex, Sepharose, Bio-jel vb. birgok

jel kullanilmaktadir. Ancak bunlarin icinde Sepharose en yaygin olarak kullanilanidir.

Sepharose yapisal olarak bir polisakkarit olan agaroz jelidir ve biyolojik materyallerin afinite

kromatografisi ile saflastirilmasinda basarili bir matrikstir. Agaroz yapisinda bulunan

monosakkaritlere hidroksil gruplarinin baglanmasi bir ligandin kovalent olarak baglanmasini

saglamaktadir. Sepharose 4B en ¢ok kullanilanlar arasindadir (Sekil 2.23). Bu jelin ince yapili

olmasi afinite kromatografisi i¢in ¢ok iyi bir akis sagladig i¢in iyi bir saflagtirmaya olanak

tanimaktadir (Cuatreca, 1970).
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Sekil 2.23: Sepharose 4B yapisi.

Ligand: Afinite kromatografisinde matrikse “ligand” olarak isimlendirilen 6zel bir molekiil

baglanir. Ligand se¢iminde onemli olan husus saflastirilacak biyolojik materyale spesifik ve
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tersinir baglanma 6zelligi gostermesidir (Cuatrecasas ve dig., 1968). Biyolojik materyale gore

ligand tiirleri Tablo 2.3’te verilmistir.

Uzant1 Kolu: Afinite kromatografisinde bazi durumlarda sterik engel saflagtirma islemini
giiclestirmektedir. Bu sterik engel saflastirilmak istenen biyolojik materyalin liganda
baglanmasin1 engeller ve saflagtirma verimini diigiiriir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in
matriksle ligand arasina uygun bir yap1 baglanir. Bu yapiya genel olarak “uzanti kolu” denilir
(Sekil 2.24). Uzant1 kolunda dikkat edilecek husus ise bu kolun uzunlugudur. Uzant1 kolunun
cok kisa olmas1 durumunda kol etkisiz olmakta, cok uzun oldugu zaman ise ayirmanin seciciligi

azalmaktadir (Ocarra ve Barry, 1974).

Tzant kals

Sekil 2.24: Afinite kromatografisinde uzant1 kolu (Atasever, 2010).

2.5.1.1.2. NADP*-Bagimli Dehidrojenaz Enzimleri Igin 2',5'-ADP Sepharose 4B Kolon
Dolgu Maddesi

2"5'-ADP Sepharose 4B kolon dolgu maddesi dehidrojenaz smifi enzimler i¢in yiiksek
spesifiklige sahiptir. Koenzim olarak NADP*’1 kullanan enzimlerin saflastirilmasinda
kullanilmaktadir. 2',5'-ADP Sepharose 4B iizerine immobilize edilmistir. 2',5'-ADP ayni1
zamanda NADP™’in yapisal analogu olmasindan dolayi dehidrojenazlar ig¢in spesifiklik
gostermektedir (Sekil 2.25). Bu spesifiklik sayesinde kolondan gegen dehidrojenaz enzimleri
2',5'-ADP Sepharose 4B’ye yiiksek bir afinite gosterir.
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Sekil 2.25: 2',5"-ADP Sepharose 4B kolon dolgu maddesi ve NADP*’1n kimyasal yapisi.

2.5.2. Elektroforetik Yontemler

Elektroforez yiiklii molekiillerin elektiriksel alanda hareketliliklerinin izlenmesi esasina
dayanan bir tekniktir. Proteinlerin saflastirllmasinda bir¢ok basamakta kullanilabilen
elektroforez teknigi saflastirilan proteinin safliginin kontroliinde, yaklasik molekiil agirliginin
belirlenmesinde ve izoelektrik noktanin tayininde kullanilabilmektedir. Bu amagla birbirinden

farkli elektroforez yontemleri bulunmaktadir. Elektroforez tiirleri;

e Kagit Elektroforezi

e Scliiloz Asetat Elektroforezi

o Jel Elektroforezi
-Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
-Agaroz jel elektroforezi

o Kapiler Elektroforez

PAGE isleminde proteinler ya da niikleik asitler elektirisel alandaki hareketliliklerine gore

aynisirlar. Bu elektroforetik hareketlilik molekiillerin yiikleri, boyutlar1 ve ii¢ boyutlu



40

konformasyonlarina bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bu nedenlerden dolayi her protein
icin elektroforez sonucunda kendine 6zgii bir bant olusur. PAGE isleminde proteinler denatiire
edilmez ve bu sayede yaklasik toplam molekiil agirliklar1 hesaplanir. Eger bir protein birden
fazla alt birim igeriyorsa bu yontemle alt birimlerinin agirliklart belirlenemez. Bu islem i¢in bir
deterjan olan sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilir. SDS kullanildig1 i¢in bu isleme SDS-
PAGE denilmektedir.

SDS-PAGE isleminde SDS ile proteinin ii¢ boyutlu yapisi bozularak denatiire edilir. Negatif
yiiklii deterjan molekiilleri ile kaplanan protein yiik agisindan ayni olur ve bu yiizden sadece
molekiil agirligma gore ayrilirlar. SDS-PAGE islemi bir proteinin yapisinda bulunan alt
birimlerin sayisim1 ve bu alt birimlerin agirliklarinin ne oldugunun bulunmasinda rol oynar

(Bollag ve dig., 1996).

2.6. GOKKUSAGI ALABALIKLARININ (Oncorhynchus Mykiss) GENEL
OZELLIKLERi

Kuzey Amerika kokenli olan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) pasifik salmon
cinsi, lizerinde benekleri bulunan, tiknaz bir baliktir. Yan taraflarinda gokkusagina benzer
renkler bulundugu i¢in ayirt edilmesi oldukga kolay bir balik tiiriidiir. Ayrica sirt kisimlarinda
yesilden kahverengiye kadar farkli tonlar gortilmektedir. Bu renklenmeler yasa gore farkliliklar
gosterebilmektedir (Sekil 2.26).

Sekil 2.26: Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) genel goriiniimii.
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Gokkusagr alabaligi genis bir sicaklik aralifinda yasamini siirdiirebilen ve yiiksek
seviyelerde oksijenli suya ihtiyac duyan bir tiirdiir. Tatli, tuzlu ve ac1 sularda yasayabilmelerinin
yanisira biiyiimeleri i¢in ideal olan sicaklik 13-18°C arasindadir. Gokkusagi alabaliginin
yiyecek kaynaklar1 dogal ortamlarda oldukca fazladir. Kiiciik bdcekler, planktonlar,

salyangozlar, siiliikkler ve balik yumurtalar1 bunlardan bazilaridir (Staley ve Mueller, 2000).

Dorsal Yiizgeg

Hava Kesesi Kuyruk

Yiizgeci

Omurilik Adipéz Yiizgeg

AT~ Anal Yiizgeg
Operculum

Karaciger Yanal Cizgi

Solungaclar .
Gonad Uregenital Agiklik
Pelvik Yiizgeg

Bobrek 2P Mide
Barsaklar

Sekil 2.27: Baliklarin i¢ ve dig anatomisine dair genel goriinim (Kirim, 2005).

Gokkusagt alabaliklarinin bulunduklar1 ¢evresel kosullara yiiksek adaptasyon gostermesi,
hizli biiyiimeleri ve hastaliklara kars1 yiiksek direng gostermelerinden dolayir Diinya’da ve
Tiirkiye’de kiiltiirii en fazla olan balik tiirlerinden biridir ve tilkemizde 1970’11 yillardan itibaren

tiretimi yayginlagmaya baslamistir (Akbulut ve Keten, 2001).

Gokkusagi alabaliklarinin derisi iki katmandan olusmaktadir. En iistte bulunan katman
(epidermis) olduk¢a ince bir yapiya sahip olup, glikoprotein yapisindaki mukosal madde
salgilayan hiicreler bulundurmaktadir (goblet ve mukus hiicreleri). Bu mukozal sivi
salgilanimindan dolay1 gokkusagi alabaliklarinin yiizeyleri olduk¢a kaygandir. Epidermisin
altindan ikinci katman bulunur (dermis) ve bu yap1 daha kalin ve karmasik bir yapiya sahiptir.
Dermis 6zellikle pullarin olusumunda 6nemli rol oynar (Sarieyyiipoglu ve dig., 2017). Bu deri
tabakalarimin altinda ise i¢ organlar bulunmaktadir. Sekil 2.27°de baliklara ait i¢ ve dis

anatominin genel goriintiisii verilmistir.
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Gokkusagi alabaliklarinin kolay yetistirilmesi ve tiiketimlerine bagl olarak ortaya ¢ikan i¢
organlarinin enzim ve protein saflastirilmasinda kullanilmas1 onemli bir 6zellik ve kolaylik
saglamaktadir. Bu ¢calismada gokkusagi alabalik karacigerinden GDH enziminin saflastiriimasi
ve saflastirma basamaklar1 en aza indirilerek en yiiksek verim eldesi yaklagimi amaglanmustir.
Ayrica saflastirilan GDH enziminin kinetik 6zellikleri de incelenecektir. Canlidan canliya ve
dokudan dokuya farklilik gosteren GDH enziminin 6zelliklerinin gokkusagi alabaliklarinda

nasil oldugunun anlasilmasi diger canlilarla karsilastirma bakimindan 6nemlidir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MATERYAL
3.1.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1°de deneyler sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin listesi verilmistir.

Tablo 3.1: Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler.

2',5'-ADP Sepharose 4B Merck GE17-0700-01
AgNO3 Sigma-Aldrich 209139
Akrilamid Merck 800830
Amonyum Persiilfat Merck 101200

Asetik Asit Merck 100056

Aseton Merck 100020

B1 Vitamini (Tiamin.HCI) Fluka 95160

B2 Vitamini (Riboflavin) Sigma-Aldrich R4500
Bs Vitamini (Niasin) Sigma-Aldrich 72340

Bs Vitamini (Piridoksin.HCI) Sigma-Aldrich 47862

Brom Timol Mavisi Merck 103026

C Vitamini (Askorbik Asit) Merck 5156

Coomassie Brilliant Blue G- 250 | Fluka 27815

CoSO4 Merck 2555
Cr2(SO4)3 Fluka 21185
Dimetil Stilfoksit Merck 802912
1,4-Ditiyoeritritol Merck 124511
EDTA Fluka 35322
Eter La Chema 50142

Etil Alkol Merck 100971
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Tablo 3.1 (Devam): Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler.

FeCls Merck 3943

FeSO4 Merck 3967

Glisin Merck 500190

HCI Merck 100314
Hekzan Merck 104368

KCI Fluka 60340

KH2PO4 Merck 104873
L-Glutamat Merck 100291

Metil Alkol Merck 106009
MgSOg4 Sigma-Aldrich M7506
MnSO4 Merck 5961
(I\_II_,IEII,VITIEBI;-TetrametiI Etilen Diamin Eluka 87687
N,N'-Metilendiakrilamid Merck 805968
NazHPO4 Fluka 71642

NaCl Merck 106400

NAD" Sigma-Aldrich 43410
NADH+H* Sigma-Aldrich N6005
NADP* Sigma-Aldrich N5755
NADPH+H" Sigma-Aldrich N1630
NaOH Merck 6462
(NH4)2S04 Merck 101217
n-Biitanol Merck 100988

NiSO4 Merck 6726
n-Propanol Merck 996

PAGE Standart Sigma MW-ND-500

Potasyum Ferrisiyaniir

Riedel de Haén 12643

SDS Standart Kiti

Sigma MW-SDS-70L

Siklohekzanon

Merck 102888
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Tablo 3.1 (Devam): Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Fluka 71725

Tris (2-Am|n'o-2-h|drok5|met|I- Merck 108382
propan-1,3-diol)

U Vitamini

(DL-metiyonin metilstilfonyum Sigma-Aldrich 64382
kloriir)

VOSO4 Riedel de Héen 14229
ZnS0O4 Merck 8881
a-Ketoglutarat Merck 5194
B-Dimetilaminopropiyonitril Sigma D-7924
B-Merkapto Etanol Merck 805740

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.2°de deneyler sirasinda kullanilan alet ve cihazlarin listesi verilmistir.

Tablo 3.2: Deneylerde kullanilan alet ve cihazlar.

Buzdolabi

Arcelik

Derin Dondurucu (-20°C)

Beko -20°C Derin Dondurucu

Derin Dondurucu (-80°C)

New-Brunswick Scientific -76°C

Distile Su Cihaz

Brand MonoDest 3000

Elektroforez

Thermo EC120-2 Mini Vertical Gel System

Etiv

Niive FN500

Isitic1

Electromantle

Gii¢c Kaynagi

Micro-Bio-Tec Brand

Hassas Terazi

Radwag XA 60/220/X ve Radwag XA AS 220/C/2 Hassas Terazi

Kromatografi Kolonu

Pharmacia Fine Chemicals

Magnetik Karistirict

Chiltern Hotplate HS 31

Mikroplate okuyucu

BioTek ELx808 Absorbance Microplate Reader

pH metre

Hanna pH/ORPvMeter HI 2211

Saf Su Cihazi

Brand MonoDest 3000

Santrifiij

Denley BS400
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Tablo 3.2 (Devam): Deneylerde kullanilan alet ve cihazlar.

Sogutmali Santrifiij Sigma Laboratory Centrifuges 3K30
Sonikator Bandelin Sonarex

Spektrofotometre Shimadzu UV-Mini-1240

Su Banyosu Memmert WB 14

Terazi Radwag AS 220/C/2 Hassas Terazi
Terazi Radwag XA 60/220/X Hassas Terazi
Vorteks Cihazi Fison Whirlimixer

3.1.3. Gokkusag1 Alabalhklarinin Temini

Gokkusag alabaliklar: (Oncorhynchus mykiss) Istanbul Universitesi Su Bilimleri Fakiiltesi
Sapanca i¢gsu Uriinleri Uretimi Arastirma ve Uygulama Biriminden temin edilmistir (Sekil 3.1).
Alman baliklar erkek olup yaklasik kilolar1 1-1.5 kg, boylar1 40-55 cm arasindadir (Sekil 3.2).
Baliklar temininin ayn1 giinii kesilmis ve karacigerleri serum fizyolojik ¢ozeltisi ile yikanmis

ve deneyler yapilana dek -80°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.1: Istanbul Universitesi Su Bilimleri Fakiiltesi Sapanca i¢su Uriinleri Uretimi Arastirma ve
Uygulama Birimi balik tesisi.
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Sekil 3.2: Gokkusag alabaliklart.
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3.1.4. Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanislari

3.1.4.1. Glutamat Dehidrojenaz Enzim Aktivitesi icin Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlanmas:

* 50 mM Fosfat Tamponu (pH 7.4): 0.68 g KH2PO4 ve 0.71 g Na2HPO4 tartildi ve her iki
madde bir miktar distile su ile ¢6ziildiikten sonra son hacimleri 100 mL’ye tamamlandi. Daha
sonra 19.8 mL 50 mM KH2POQy ile 80.2 mL 50 mM Na;HPO4 karistirilarak pH 7.4 olan tampon

¢Ozelti hazirlandi.

* 50 mM o-Ketoglutarat: 73.05 mg a-ketoglutarat 5 mL distile suda ¢6ziildii ve pH 7.4°e 1N

NaOH ile ayarlandi. Son hacim 10 mL’ye distile su ile tamamlandi.

* 50 mM L-Glutamat: 84.56 mg L-glutamat 5 mL distile su ile ¢oziildi ve pH 7.4’e 1N NaOH

ile ayarlandi. Son hacim 10 mL’ye distile su ile tamamlandi.

* 0.5 M (NH4)2S04: 6.61 g (NH4)2SO4 tartildi ve bir miktar distile suda ¢oziildii. Son hacim

100 mL’ye tamamlandi.

« 10 mM NAD": 66.34 mg NAD" 10 mL distile suda ¢oziildii.

« 10 MM NADH+H*: 74.16 mg NADH+H" 10 mL distile suda ¢6ziildii.

« 10 mM NADP*: 78.74 mg NADP* 10 mL distile suda ¢oziildii.

« 10 mM NADPH+H": 83.34 mg NADPH+H"* 10 mL distile suda ¢oziildii.

3.1.4.2. Gékkusag Alabalik Karaciger Homojenizatinin Hazirlanmast icin Kullanilan

Cozeltilerin Hazirlanmasi

* Doku Yikama Cozeltisi: | mM EDTA igeren %1.5’lik KCI ¢6zeltisi; 37.22 mg EDTA ve
1.5 g KCI tartild1 ve bir miktar distile suda ¢6ziildi. Son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

» Homojenizasyon Cozeltisi: 1 mM DTT ve 1 mM EDTA igeren 50 mM fosfat tamponu pH
7.4; 15.43 mg DTT, 37.22 mg EDTA ve 0.68 g KH2POg tartildi ve bir miktar distile suda
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¢ozildi. pH 7.0’ye 1IN NaOH ile ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

3.1.4.3. Gokkusag1 Alabalik Karaciger Homojenizatindan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin 2'5'-ADP-Sepharose 4B Afinite Kolonu ile Saflastiriimast icin

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

» Dengeleme Tamponu: 1 mM DTT ve 1 mM EDTA igeren 50 mM fosfat tamponu pH 7.4;
15.43 mg DTT, 37.22 mg EDTA ve 0.68 g KH2PO4 tartildi ve bir miktar distile suda ¢6ziildii.
pH 7.0’ye 1N NaOH ile ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

* 1.2 M KCI: 8.95 g KCI bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra son hacmi distile su ile 100
mL’ye tamamlandi. Basamakli eliisyon islemi i¢in gerekli olan diger eliisyon ¢ozeltileri bu

¢ozeltiden seyreltilerek hazirlandi.

* Rejenere-1 Cozeltisi: 0.5 M NaCl iceren 0.1 M Na-asetat/asetik asit pH 4.5 tamponu; 2.92
g NaCl ve 0.82 g Na-asetat bir miktar distile suda ¢oziildii ve 0.1 M asetik asit ile pH 4.5’e

ayarlandi. Son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

* Rejenere-2 Cozeltisi: 0.5 M NaCl igeren 0.1 M Tris/HCI1 pH 8.5 tamponu; 2.92 g NaCl ve
1.21 g Tris tartild1 ve 50 mL distile suda ¢6ziildii. 0.1 M HCl ile pH 8.5’¢ ayarlandiktan sonra

son hacim distile su ile 100mL’ye tamamlandi.

* Saklama Cozeltisi: %0.1 NaN3 iceren %20 etil alkol ¢ozeltisi; 0.1 g NaN3 tartildi1 ve 100
mL %20 etil alkol ¢ozeltisinde ¢oziildii.

3.1.4.4. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Bradford Reaktifinin Hazirlanmast

+ Bradford Reaktifi: 10 mg Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi 5 mL %95’lik etanolde
¢ozildi. Cozeltiye %95°1ik 11.5 mL fosforik asit ilave edildi. Son hacim 100 mL’ye distile su

ile tamamlandi.

3.1.4.5. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) i¢cin Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlanmas:

« Tampon Cozeltisi: Tris—glisin tamponu (pH 8.5): 3 g Tris, 14.4 g glisin 100 mL’lik balon

jojeye distile su yardimu ile aktarildi ve kaynar su banyosunda ¢6ziildii. Sogutulduktan sonra
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hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu stok ¢ozelti kullanilmadan 6nce 10 kez

seyreltildi.

» Stok Jel Cozeltileri: Akrilamid/bisakrilamid ¢6zeltisi: 100 mL’sinde 30 g akrilamid, 0.8 g
N, N'-metilen bis akrilamid igeren ¢ozelti. f—Dimetilaminopropionitril ¢ozeltisi: 2.5 kez
seyreltilmis  stok  Tris-glisin  tampon  ¢Ozeltisinin 100 mL’sinde 1.6 g p—
dimetilaminopropiyonitril igeren ¢dzelti. Potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisi (%0.03): 0.03 ¢
potasyum ferrisiyaniiriin 100 mL distile sudaki ¢ozeltisi. Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (%0.7):

0.7 g amonyum persiilfatin 100 mL distile sudaki giinliik ¢ozeltisi.

* Boya Cozeltisi: %0.25 Coomassie Brilliant Blue G-250’nin metanol: distile su: asetik asit
(45.4:45.4:9.2) karisimindaki ¢ozeltisi.

» Dekoloran Cozeltisi: 10 kisim metanol, 7 kisim derisik asetik asit ve 83 kisim distile su.
+ Saklama Cozeltisi: 5 kisim metanol, 10 kisim derisik asetik asit ve 85 kisim distile su.

3.1.4.6. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel Elektrofororezi (SDS-PAGE) i¢in

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

* 1 M Tris-HCI Tamponu (pH 8.8): 12.114 g (0.1 M) Tris 80 mL distile suda ¢oziildi. 1N
HCl ile pH 8.8’¢ ayarlandi. Toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

¢ 1 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8): 12.114 g (0.1 M) Tris 80 mL distile suda ¢oziildii. 1N
HCl ile pH 6.8’¢ ayarlandi. Toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

* Numune Tamponu: 0.65 mL 1M Tris-HCI (pH 6.8), 3 mL %10’luk SDS ve 1 mL %87
gliserin, 1 mL 9%0.1’lik brom timol mavisi karistirilarak son hacim distile su ile 10 mL’ye
tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu tampona kullanmadan hemen once 950 pL numune

tamponunda 50 pL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

* Yiiriitme Tamponu: 1.5 g Tris ve 7.2 g glisin 50 mL distile suda ¢oziildi, 5 mL %10’luk
SDS ilave edilerek toplam hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

* Renklendirme Cozeltisi: 0.66 g Coomassie Brilliant Blue G-250’nin 120 mL metanolde

¢ozlinmesi ve bunun iizerine 24 mL saf asetik asit ile 120 mL distile su ilavesiyle hazirlandi.
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* Renksizlestirme Cozeltisi: 7.5 kisim asetik asit, 5 kistm metanol ve 87.5 kisim distile suyun

karistirilmasiyla hazirlandi.
SDS-PAGE i¢in gerekli olan jeller;

* Ayirma Jeli: 3.74 mL 1 M Tris-HCI (pH 8.8), 3.3 mL %30 akrilamid-%0.8’lik bisakrilamid,
0.15 mL %10’luk SDS, 0.1 mL N,N,N',N'-tetrametil etilen diamin (TEMED) ve 2.41 mL distile
su karistirildi. Bu karisimin {izerine son olarak 0.3 mL %5’lik taze hazirlanmis amonyum

persiilfat ¢cozeltisi ilave edildi.

* Yigma Jeli: 1 M Tris-HCI (pH 6.8)’den 1.24 mL, %30 akrilamid-%0.8’lik bisakrilamid’den
I mL, %10’luk SDS’den 0.1 mL, TEMED’den 0.02 mL ve distile sudan 7.14 mL alinarak
karistirildi. Son olarak taze hazirlanmis %1.5’lik amonyum persiilfat ¢ozeltisinden 0.5 mL ilave

edildi.

3.1.4.7.Gokkusagr Alabalik Karaciger Homojenizatindan Saflastirddlan Glutamat
Dehidrojenaz Enziminin Inhibisyonunda Kullanilan Bazi Metal Iyonlar: ve

Vitamin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan metal ¢ozeltileri kullanilacak metalin kloriir tuzu 1 M

konsantrasyonlarda distile suda hazirlandi ve kullanim durumuna gore seyreltildi.
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3.2. YONTEM
3.2.1. Glutamat Dehidrojenaz Enziminin Aktivitesinin Tayin Yontemi

GDH enziminin aktivite tayini McCarthy ve arkadaslarinin (1980) yontemine gore bazi
degisiklikler yapilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. Tablo 3.3’te aminasyon deneyi igin

kullanilan ¢ozeltiler ve kullanilan miktarlar belirtilmistir (McCarthy ve dig., 1980).

Tablo 3.3: Glutamat dehidrojenaz enzim aktivitesinin (Aminasyon) tayin yontemi.

Numune | Kor
Homojenizat 4 uL -
50 mM a-ketoglutarat (pH 7.4) 4 uL 4 uL
0.5 M (NH4)2SO4 4 uL 4 uL
50 mM Pi Tamponu (pH 7.4) 182 uL | 186 uL
10 mM NADH + H* (NADPH+H*) | 6 uL 6 uL

Tablo 3.4’de deaminasyon deneyi i¢in kullanilan ¢6zeltiler ve kullanilan miktarlar belirtilmistir.

Tablo 3.4: Glutamat dehidrojenaz enzim aktivitesinin (Deaminasyon) tayin yontemi.

Numune | Kor
Homojenizat 4 uL -
50 mM L-Glutamat (pH 7.4) 4 uL 4 uL
50 mM Pi Tamponu (pH 7.4) | 186 uL | 190 uL
10 mM NAD* (NADP*) 6uL | 6uL

Aminasyon reaksiyonu NADH + H* (NADPH + H¥), deaminasyon reaksiyonu ise NAD*
(NADP™) ilavesiyle baslar. Bu ¢ozeltiler ilave edildikten sonra 3 dakika boyunca absorbans
degisimi Olgiildii. Aminasyon reaksiyonunda absorbans azalisi, deaminasyon reaksiyonunda
absorbans artig1 340 nm’de mikroplate spektrofotometre kullanilarak olgiildii. Bu absorbans
degisiminden agagidaki formiilden yararlanilarak enzimin iinite hesab1 hesaplandi.

D
6.22

Vtop
Venz

U/mL =
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AQOD: 3 dakika sonundaki absorbans degisimi.

6.22: 1 mM NADH’1n olusturdugu absorbans degeri.

Viop: Absorbans 6l¢iimiiniin yapildig1 toplam hacim.

Venz: Absorbans 6l¢limiin yapildigi kuyucuktaki enzim miktarinin hacmi.

Stf: Seyreltme faktorii (seyreltme yapildiysa kullanilir).
3.2.2. Protein Tayin Yontemleri
3.2.2.1. Kalitatif Protein Tayini

280 nm’de proteinler yapilarinda bulunan tirozin, triptofan ve fenilalanin amino asitlerinin
miktarlarina gére absorbans degeri gostermektedir. Afinite kolon kromotografisinin
gerceklestirilmesinden sonra eliisyon isleminde, her bir eliisyonun kalitatif protein degeri bu
yonteme gore belirlenmistir.  Eliiatlar  kuvartz  kiivetlere alinarak absorbanslari

spekrofotometrede kore (tampon) karsi okundu.
3.2.2.2. Kantitatif Protein Tayini

Hazirlanan homojenizatlarin, saflastirilmis enzimin ve diger tiim basamaklarda protein
miktarinin tayini Bradford yontemine gore belirlendi (Bradford, 1976). Yontem oldukga hizli
ve tekrarlanabilirligi yiiksektir. Bradford yonteminde Coomassie Brillant Blue G-250 boyama
reaktifi kullanilir ve bu kimyasal negatif bir yiike sahiptir. Bu negatif yiiklii yap1 protein

tizerindeki pozitif yiiklere baglanir ve protein miktarinin belirlenmesini saglar.

Bradford yontemine gore protein miktarinin belirlenmesinde standart egri grafigi kullanildi.
Bu grafigin hazirlanmasinda kullanilan albumin ¢ozeltisinin konsantrasyonlar1 0.5, 1, 2.5, 5 ve
10 pg/mL olacak sekilde distile suda hazirlandi. 50 pL standart tizerine 200 pL Bradford
reaktifi ilave edildi. 10 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra 595 nm’de mikroplate
okuyucuda absorbans degerleri alindi. Ayni sekilde saflastirma islemleri sirasinda protein
miktar1 belirlenecek o6rneklerden 50 pL alindi ve iizerlerine 200 pL Bradford reaktifi ilave
edildikten sonra 10 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 630 nm’de
mikroplate okuyucuda absorbans degeri 6l¢iildi. Tiim islemler 3 kere yapildi ve bu 3 degerin

aritmetik ortalamasi alinarak hesaplamalar yapildi.



55

3.2.2.3. Kantitatif Protein i¢in Kullanilan Standart Egri Grafigi

Saflagtirma islemlerinden sonra elde edilen enzim ¢dozeltilerindeki kantitatif protein tayini
Bradford yontemi kullanilarak yapildi. Standartlar Béliim 3.2.2.2.’de anlatildig1 gibi hazirlandi.
Ham homojenizat, afinite kolonu ve diyaliz islemleri sonrasinda elde edilen enzim
cozeltilerindeki protein miktar1 bu standart grafikten yararlanilarak bulundu. Standart

cozeltilerin pug proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.3’te gosterildi.

0,160
0,140
0,120
0,100
0,080
0,060

0,040

Absorbans (630 nm)

0,020 y =0,0127x + 0,0066

R2=0,9926
0,000
0 2 4 6 8 10 12

pg/mL Albumin

Sekil 3.3: Bradford yontemine gore protein tayininde kullanilan standart egri grafigi.

3.2.3. Gokkusag1 Alabahk Karacigerinden Glutamat Dehidrojenaz Enziminin

Saflastirilmasi
3.2.3.1. Gokkusagr Alabalik Karaciger Homojenizatinin Hazirlanmast

20 g karaciger dokusu ilk olarak kii¢lik parcalara ayrildi ve yikama ¢ozeltisi olan 1 mM

EDTA igeren %]1.5’lik KCI ¢ozeltisi ile yikandi (Sekil 3.4). Yikama isleminin ardindan
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dokunun kurumasi i¢in siizge¢ kagidinda kurumasi beklendi. Kuruduktan sonra karaciger
dokusu daha da kiiglik parcalara ayrildi ve homojenizator yardimiyla homojenize edildi.
Homojenizasyon ¢ozeltisi olarak 1 mM DTT ve 1 mM EDTA igeren 50 mM K-fosfat tampon
cozeltisi (pH 7.0)’nden 40 mL alinarak doku homojenize edildi. Elde edilen homojenizat
480xg’de 10 dakika boyunca santrifiije edilerek kaba pargalarin ayrilmas: saglandi. Santrifiij
islemi sonrast st kisim dikketlice bagka yere aktarildi ve bir giin boyunca -80°C’de bekletildi.
Ertesi giin doku -20°C’ye konuldu ve +4°C’ye alinarak ¢Oziinmesi beklendi. Coziinen
homojenizat kolona yiiklenmeden nce 6000xg’de 30 dakika boyunca santrifiije edildi ve tst

kisim afinite kolonunda kullanilmak iizere ayrildi.

Sekil 3.4: Gokkusagi alabaliklarinin Karacigerleri.

3.2.3.2. 2", 5-ADP Sepharose 4B Afinite Kolonunun Hazirlanmast ve Gékkusag
Alabalik Karaciger Homojenizaundan Glutamat Dehidrojenaz Enziminin

Saflastirilmasi

2 g kuru 2',5-ADP Sepharose 4B jeli tartildi ve distile su ile birkag kere yikand1 ve kolona

aktarildi. Bu yikama islemi sayesinde jel sisirilmis oldu. Sisirilen jelin igerisinde kalmis olan
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hava su trompu kullanilarak vakum ile alindi. Daha sonra dengeleme tamponu olan 1 mM DTT
ve | mM EDTA igeren 50 mM K-fosfat (pH 7.0) ile kolon dengelendi. Béylece ¢ap1 1 cm olan
kapal1 sistem kolonda 10 cm’lik yiikseklik elde edilmis oldu.

Dengeye gelmis olan kolona 10 mL ham homojenizat ¢ozeltisi ilave edildi ve homojenizatin
kolondan gegmesi beklendi (Sekil 3.5). Kolondan ge¢me isleminin bittigini 280 nm’deki
protein absorbans degerleri okunarak belirlendi. Dengeleme tamponunun havaya karsi olan
absorbans degeri ile kolondan ¢ikan eliisyonlarin absorbans degerleri ayni oluncaya kadar
kolondan tampon ¢o6zelti gegirildi. Ayn1 absorbans degeri elde edilince kolondan tampon

gecirme islemi bitirildi ve basamakli eliisyon islemine gegildi.

Sekil 3.5: Gokkusagi alabalik karaciger homojenizatinin afinite kolonuna uygulanmasi.

Basamakli eliisyon islemi i¢in asagidaki Tablo 3.5’te belirtilen eliisyon ¢ozeltileri kullanildi.
Tim eliisyon ¢ozeltilerinden 5’er mL kolona yiiklendi ve eliiatlar 0.5 mL olacak sekilde

toplandi.
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Tablo 3.5: Basamakli eliisyon islemi i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

Cozel 1. Eliisyon | 2. Eliisyon | 3. Eliisyon | 4. Eliisyon | 5. Eliisyon | 6. Eliisyon
ozelti
cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi
KCI 0.2M 04 M 0.6 M 0.8 M 1M 12M
3.2.3.3. Saflastirilan ~ Glutamat  Dehidrojenaz  Enzimine Diyaliz  Isleminin

Uygulanmast

Basamakl: eliisyon sonucunda aktivitesi yliksek olan eliiatlarin birlestirilmesinden sonra
diyaliz islemi uygulandi. Diyaliz tiipiine konulan eliiat +4°C’de,1 mM K-fosfat (pH 7.0) tampon
¢ozeltisi i¢inde diyaliz islemine tabi tutuldu. Diyaliz isleminin bitmesi ortama 1M AgNO3
ilavesiyle kontrol edildi. Diyaliz islemi sonrasi aktivite tayini yapildi ve saflastirillan GDH

enzimi i¢in karakterizasyon islemlerine gegildi.
3.2.3.4. 2'5"-ADP Sepharose 4B Afinite Kolonunun Rejenerasyonu

Saflagtirma islemlerinden sonra kolon dolgu maddesi olan 2'5-ADP Sepharose 4B’nin
tekrar kullanilabilmesi i¢in rejenerasyon igslemi yapildi. Bunun i¢in hazirlanan rejenerasyon-1
ve rejenerasyon-2 c¢ozeltileri ardi ardina olmak tizere 10’ar mL ve 3 kere gegirildi. Daha sonra

saklama ¢ozeltisi igerisinde bir sonraki saflastirma islemine kadar +4°C’de saklandi.
3.2.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile Enzim Safligimin Kontrolii

Afinite kolonundan gegirilerek saflastirllan GDH enziminin safliginin kontrolii Ornstein

(1964) ve Davis (1964)’in PAGE yontemi kullanilarak yapildi.

Elektroforez islemi yapilmadan 6nce cam plakalar yikandi ve ardindan etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra iki cam plaka arasina bosluk olusturucu konuldu ve 6zel kiskaglari
sayesinde sikistirildi. Ardindan PAGE i¢in hazirlanan stok jel ¢ozeltilerinden esit hacimlerde
alinarak karistirildi ve enjektdr yardimiyla hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiildii. Ornek
ve standartlarin yiiklenebilmesi i¢in gerekli olan kuyucuklarin olugsmasini saglayan elektroforez
tarag1 da cam plakalar arasina konuldu ve jelin polimerlesmesi beklendi. Yaklasik 1 saat sonra

polimerlesen jelden elektroforez taragi kuyucuklara zarar vermeden dikkatli bir bigimde
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cikarildi. Kuyucuklara ham homojenizat, eliiat ve molekiil agirliklar1 bilinen standart protein
cozeltileri enjektor ile yliklendi. Her bir kuyucuga yiiklenen ¢ozeltinin yogun olabilmesi icin
gliserin eklendi. Elektroforez tankina soguk yiiriitme tamponu konuldu ve 40 mA/jel olacak
sekilde akimdan gegirildi. Yiirimenin bitmesinin ardindan PAGE jeli dikkatli bir sekilde cam
plakalardan ayrildi. Protein bantlarinin tespiti i¢in Coomassie Brilliant Blue G-250 ile boyandi.
Boyanan jel dekloran ¢ozeltisiyle, ara ara degistirilerek renkli protein bantlarinin olugmasi
saglandi. Bu islemden sonra jel saklama ¢ozeltisine konuldu. GDH enziminin molekiil agirligi

standart molekiil agirlig: kitleri ile ¢izilen grafikten hesaplandi.
3.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Saflasgtirilan GDH enziminin saflik kontrolii Laemmli (1970) tarafindan belirtilen yontemle,
iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli %3, ayirma jeli %10 konsantrasyonlarinda

olacak sekilde kesikli SDS-PAGE jel elektroforezi ile yapildi.

Elektroforez islemi yapilmadan 6nce cam plakalar yikandi ve ardindan etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra iki cam plaka arasia bosluk olusturucu konuldu ve 6zel kiskaglari
sayesinde sikistirildi. Ilk olarak ayirma jeli enjektor yardimiyla hava kabarcigi kalmayacak
sekilde plakanin yarisina kadar dokiildii. Daha sonra jelin iist kisminin diizgiin olmas1 i¢in ¢ok
az miktarda n-biitanol ile edilerek yiizey diizeltildi. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan
sonra ayirma jelinin iistline yigma jeli yine enjektor yardimiyla, hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dokiildii. Ardinda numunelerin konulmasi i¢in gerekli olan kuyucuklari olusturmak icin
elektroforez taragi yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi. Polimerlesmenin ardindan

elektroforez taragi ¢ikarilarak SDS-PAGE jeli hazirlanmis oldu.

SDS-PAGE standart1 i¢in igerisinde 200 pg protein olacak sekilde standart protein ¢ozeltisi
ve ornek kuyucuk igin saflagtirilan GDH enzimi 100 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune
tamponu ile karistirildi. Jele yiiklenecek 6rnek ve standart numuneleri yliklenmeden 6nce 3
dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Standart ve 6rnek dikkatlice jele yiiklendikten sonra
elektroforez tankina soguk yiiriitme tamponu konuldu. 40 mA akim altinda brom timol
mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina geldigi zaman ytiriitme durduruldu. Bu islemden
sonra jel cikarildi ve yigma jeli ile ayirma jeli birbirinden ayrildi. Ayirma jeli renklendirme

cozeltisine konulurken, yigma jeli ise atildi. Ayirma jeli 1 gece renklendirme ¢ozeltisinde ve
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+4°C’de bekletildi. Ertesi giin jel izerinde bulunan renklerin giderilmesi igin jel renksizlestirme

¢Ozeltisine konularak bekletildi.

Saflagtirilan GDH enziminin tabii molekiill agirligi standart proteinlerin molekiil
agirliklarindan yararlanilarak ¢izilen grafik yardimi ile hesaplandi. Bantlarin orijine gére Rf
degerleri bulundu. Hesaplanan Rf degerleri apsise, protein bantlarina karsilik gelen molekiil
agirliklarinin logaritmasi da ordinata yazilarak molekiil agirlig: grafigi elde edildi. Ayni sekilde

GDH enziminin Rf degeri hesaplanarak, grafikten molekiil agirlig1 tayin edildi.

3.2.6. Gokkusag1 Alabahk Karacigerinden Saflastirllan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Karakterizasyon Calismalari

3.2.6.1. Gokkusag1 Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Optimum Sicakliginin Bulunmasi

Gokkusag1 alabalik karacigerinden Saflagtirllan GDH enzimin optimum sicakliginin
belirlenmesi i¢in sicakliga ve zamana bagli olarak enzim aktivitesi dl¢iildii. Sicakliklar 0°C ile
90°C arasinda her defasinda 10’ar °C derece artirmak suretiyle aktivite tayini yapildi. Zaman

igin ise 5, 10 ve 15 dakika olarak enzim aktivitesi belirlendi.

3.2.6.2. Gokkusag1 Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Optimum pH’inin Bulunmasi

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzimin optimum pH’ 11 bulmak i¢in
50 mM olacak sekilde farkli tampon ¢ozeltiler hazirlandi. pH 5.0 i¢in Na-asetat/asetik asit
tamponu, pH 6.0, 7.0 ve 8.0 i¢in fosfat tamponu, pH 9.0 ve 10.0 igin glisin-NaOH tampon

cozeltileri kullanildi. Her bir tampon ¢ozeltisi ile enzim aktivitesi ol¢iildii.

3.2.6.3. Gokkusagr Alabalik Karacigerinden Saflagtiriddlan Glutamat Dehidrojenaz

Enzimi icin Optimum Iyonik Siddetin Bulunmast

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH enzimin optimum iyonik siddetinin
belirlenmesi i¢in aktivite deneyi farkli konsantrasyonlardaki tampon ¢6zelti kullanilarak tayin
edildi. Bunun i¢in aktivite tayin yonteminde kullanilan fosfat tamponunun (pH 7.4) 1, 10, 25,
50, 100, 200, 300, 400, 500 mM konsantrasyonlari ile aktivite tayini yapildi.
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3.2.6.4. Gokkusag1 Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Substratlari igin Km ve Vmax Degerlerinin bulunmasti

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enziminin substrat olarak kullandigi
NAD", NADH + H*, NADP*, NADPH+ H*, NH4", a-ketoglutarat ve L-glutamat’in Km ve Vmax
degerlerinin belirlenebilmesi i¢in farkli 6 substrat konsantrasyonu kullanilarak enzim
aktiviteleri Ol¢iildii. Elde edilen verilerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten
yararlanarak tiim substratlar i¢in ayr1 ayr1 Km ve Vmax degerleri hesapland1 (Lineweaver ve
Burk, 1934).

3.2.6.5. Gokkusag1 Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Depo Kararlihiginin Bulunmasi

Gokkusagr alabalik karacigerinden saflastirllan GDH enziminin depo kararliliginin
bulunabilmesi igin saflastirilan GDH enzimi +4°C, -20°C ve -80°C derin dondurucuda tutulmus

ve 13 giin boyunca enzim aktivitesi 6l¢iilmistiir.

3.2.6.6. Gokkusag1 Alabalik Karacigerinden Saflasurilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlari ve Vitaminlerin Etkilerinin

Incelenmesi

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enziminin aktivitesi iizerine bazi metal
iyonlarmin ve bazi vitaminlerin etkilerinin incelenmesinde tiim bu maddelerin farkli
konsantrasyonlarda aktivite ol¢limii yapildi. Bu aktivite 6l¢iimii Tablo 3.6’da verildigi gibi
yapildi.

Tablo 3.6: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin aktivitesi
tizerine bazi metal iyonlar1 ve vitaminlerin etkilerinin incelenmesi.

Numune Kontrol Kor
Homojenizat 4 uL 4 uL -
Metal Iyonu/Vitamin Cézeltisi 4 uL - 4 uL
50 mM a-ketoglutarat (pH 7.4) 4 uL 4 uL 4 uL
0.5 M (NH4)2SOq4 4 uL 4 uL 4 uL
50 mM Pi Tamponu (pH 7.4) 178 uL 182 uL. 182 uL
10 mM NADH + H* (NADPH+H") 6 uL 6 uL 6 uL
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NADH + H*’1n ilavesiyle birlikte 3 dakika boyunca 340 nm’de absorbans degisimi olgiildii
ve aktivite hesaplandi. Kontroliin aktivitesi %100 olarak kabul edildi ve incelenecek olan
maddelerin aktivitelerinin sonuglar1 kontrol degeri ile karsilastirildi. Bu karsilastirmayla
incelenen maddelerin saflastiritlan GDH aktivitesi {izerine etkilerinin inhibisyon, aktivasyon ya
da etkisiz olduguna karar verildi. Incelenen maddelerin aktivitesi %100’iin iizerinde bir degere
sahip ise aktivasyon, %100’{in altinda bir degere sahip ise inhibisyon, kontrol aktivitesi ile ayn1
ise aktivite iizerine etkisiz olarak degerlendirilmistir. Inhibisyon etkisi gdsteren maddelerin
denemelerde kullanilan konsantrasyonlarina karsi % aktivite grafikleri ¢izildi ve enzimin

aktivitesini yariya indiren inhibitor konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi.

Inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlar: ve vitaminlerin inhibisyon tiplerini ve Kj
degerlerini belirleyebilmek icin 6 farkli substrat konsantrasyonunda 3 farkli inhibitor
konsantrasyonunun aktivite Olgiimleri yapildi. Bu aktivite oOlgiimlerinden yararlanilarak
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafikler sayesinde inhibisyon tiirleri ve K degerleri

hesaplandi. Kjdegerlerinin hesaplanmasinda agsagidaki denklemlerden yararlanildi.

Yarigsmali (Kompetitif) inhibisyon gosteren maddelerin Ki degerlerinin hesaplanmasinda

kullanilan formiil:

K (1]
Ki B (Km’ - m)

Yari-yarigmali, yarigsmasiz ve karigtk (miks) inhibisyon tiirii gosteren maddelerin K;

degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan formiil:

Kl' — Vmax" [I] .
(Vmax - Vmax )
[1]: Inhibitdr konsantrasyonu
Vmax: Kontrol deneyinin Vimax degeri Km: Kontrol deneyinin Km degeri

Vmax : Inhibitér eklenen deneyin Vmax degeri  Km': Inhibitdr eklenen deneyin Km degeri
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3.2.6.7. Gokkusag1 Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Aktivitesi Uzerine Bazi Céziiciilerin Etkilerinin Incelenmesi

Bazi ¢oziiclilerin gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzim aktivitesi

tizerine etkileri Tablo 3.7°de belirtildigi gibi yapildi.

Tablo 3.7: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin aktivitesi

tizerine bazi ¢oziiciilerin etkilerinin incelenmesi.

Numune Kontrol Kor
Homojenizat 4 uL 4 ulL -
Coziicii 4 uL - 4 uL
50 mM a-ketoglutarat (pH:7.40) 4 uL 4 uL 4 uL
0.5 M (NH4)2SOq4 4 uL 4 uL 4 uL
50 mM Pi Tamponu (pH:7.40) 178 uL 182 uL 182 uL
10 mM NADH + H* 6 uL 6 uL 6 uL

NADH + H"m ilavesiyle birlikte 3 dakika boyunca spektrofotometrede 340 nm’de

absorbans degisimi Olciildii ve aktivite hesaplandi. Kontrol tiipiinden ¢ikan sonug ve aktivite

hesab1 %100 olarak kabul edildi ve incelenecek olan maddelerin aktivitelerinin sonuglari

kontrol tiipiiyle karsilagtirildi.
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4. BULGULAR

4.1. GOKKUSAGI ALABALIK KARACIiGERINDEN GLUTAMAT
DEHIDROJENAZ ENZIMININ SAFLASTIRMA SONUCLARI

4.1.1. Afinite Kolon Kromotografisi Sonug¢lari

Hazirlanan gokkusagi alabalik karaciger homojenizati 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite
kolonuna yiiklendi ve uygun cozeltiler ile basamakli eliisyon yapildi ve eliiatlardaki GDH
enzimine ait aktivite degerleri ve tiim eliiatlarin 280 nm’de absorbans degerlerine bakildi ve bu

degerler Sekil 4.1°de verildi.

2,50 4,50
4,00
2,00 3,50
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g N
E Ho0 ’N 2,50
2 ~Y
< E
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[e0]
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0,00 ,_-.lllllllll IIIIII-.- 0,00

1 35 7 911131517192123252729313335373941434547495153555759
Tiip Sayis1

mmmm Aktivite (U/mL) == Protein (280 nm)
Sekil 4.1: Gokkusagi alabalik karacigerinden glutamat dehidrojenaz enziminin 2',5-ADP Sepharose

4B afinite kolonu ile saflagtirilmas1 sonucu elde edilen eliiatlarin aktivite degerleri ve
280 nm’deki absorbans degerleri.
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Tablo 4.1°de her bir saflastirma basamagina ait spesifik aktivite degerleri ve saflastirma katsayilar1 verildi.

Tablo 4.1: Gokkusagi alabalik karacigerinden glutamat dehidrojenazin saflagtirma basamaklari.

Toplam Toplam Toplam Aktivite Protein Spesifik Verim Saflagtirma
Hacim Aktivite Protein (U/mL) (mg/mL) | Aktivite (U/mg (%) Katsayisi
(mL) (U/mL) (mg/mL) protein)
Ham 10.00 24.5 716.10 2.45 71.61 0.03 100 1
Homojenizat
Affinite 5.50 4.13 0.72 0.75 0.13 5.77 16.86 169
Kromatografisi
Dializ 5.00 3.50 0.60 0.70 0.12 5.83 14.29 171
Islemi

Afinite kromatografisi ve diyaliz isleminin sonucunda gokkusagi alabalik karacigerinden GDH enzimi %14.29 verimle 171 kat saflastirilnmis

ve saflastirilan GDH enziminin spesifik aktivitesi 5.83 U/mg protein olarak bulunmustur.
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4.1.2. Gokkusagi Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin PAGE Sonuglari

PAGE deneyi Boliim 3.2.4.’de anlatildig1 gibi gerceklestirildi ve deney sonucunda elde
edilen standart ve gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzimine ait bantlar
Sekil 4.2°de verildi.

A B € D E E E

| 525 kDa

Saflastirilan Saflastirilan

272 kDa i GDH GDH
\
3
132 kDa |,} 45 kDa
66 kDa

Sekil 4.2: Standart ve gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz

enzimine ait PAGE jelinin goriintiisii.

A) Ureaz (Jack Bean, Trimer Mr = 272 kDa ve Hekzamer Mr = 545 kDa)
B) Albumin (Bovine Serum, Monomer= 66 kDa ve Dimer = 132 kDa)

C) Albumin (Chicken Egg, 45 kDa)

D) Diyalizat

E) Diyalizat

F) Ham Homojenizat

Standart egri grafigi yardimiyla gokkusagi alabaligi karacigerinden saflastirilan GDH

enziminin toplam molekiil kiitlesinin 346.74 kDa oldugu bulunmustur.
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4.1.3. Gokkusag Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin SDS-PAGE Sonuglari

SDS-PAGE deneyi Boliim 3.2.5.”de anlatildigi gibi gergeklestirildi ve deney sonucunda elde
edilen standart ve gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzimine ait bantlar
Sekil 4.3’te verildi.

SDS-PAGE
Standartlari

66 kDa Saflastirilan

GDH Enzimi

45 kDa

20.1 kDa

Sekil 4.3: Standart ve gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enzimine
ait SDS-PAGE jelinin goriintiisi.

SDS-PAGE deneyleri sonucunda gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH
enziminin alt birimlerinin molekiil agirliginin belirlenmesinde standartlarin logMA-Rf ¢izildi.
Saflagtirilan GDH enziminin Rf degeri ilgili grafikten elde edilen denklemde yerine yazilarak
hesaplandi. SDS-PAGE standartlar1 i¢in kullanilan logMA-Rf grafigi Sekil 4.4°te verildi. SDS-
PAGE standartlar1 i¢in alblimin (Bovine, 66 kDa), ovalbumin (Chicken, 45 kDa), gliseraldehit-
3-fosfat dehidrojenaz (Rabbit, 36 kDa), karbonik anhidraz (Bovine, 29 kDa), tripsinojen
(Bovine, 24 kDa), tripsin inhibitorii (Soybean, 20.1 kDa) ve laktalbumin (Bovine, 14.2 kDa)

iceren ticari molekiil agirlig1 tayin kiti kullanildi.



68

L W 66 kDa
o i » 45kDa
E .o ¥ 36 kDa
1 e # 29 kDa
T » 24 kDa
. H 20.1 kDa
™ * 14.2 kDa

Sekil 4.4: SDS-PAGE standartlarina ait logMA-Rf grafigi.

Standart egri grafigi yardimiyla gokkusagi alabaligi karacigerinden saflastirilan GDH
enziminin alt birimlerinin molekiil kiitlesinin 53.71 kDa oldugu bulunmustur (Sekil 4.4). PAGE
ve SDS-PAGE deneyleri sonucunda gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH
enziminin toplam molekiil kiitlesinin 346.74 kDa, alt birimlerinin molekiil kiitlesinin 53.71 kDa

oldugu bulunmus ve saflastirilan GDH enziminin hekzamerik yapida oldugu belirlenmistir.

4.2. GOKKUSAGI ALABALIK KARACIGERINDEN SAFLASTIRILAN

GLUTAMAT DEHIDROJENAZ ENZIiMINiN KARAKTERIZASYON
SONUCLARI

4.2.1. Gokkusag1 Alabahk Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Optimum Sicakhi@imin Bulunmasina Yonelik Calismalarin

Sonuglari

Gokkusagr alabalik karaciger GDH enziminin optimum sicakligi Bolim 3.2.6.1°de
belirtildigi {izere yapilan aktivite 6l¢iimleri ile tespit edildi. Sicaklik degerleri ayn1 zamanda
zamana gore de Olciildii. Elde edilen degerler ile Sekil 4.5°te gosterilen grafik ¢izildi. Bu

calismalar sonucunda enzimin optimum sicakligmin 40°C ve zamanin ise 15 dakika oldugu

tespit edildi.
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Sekil 4.5: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin optimum
sicakligini belirlemek i¢in hazirlanan aktivite-sicaklik grafigi.

4.2.2. Gokkusag Alabahk Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz

Enziminin Optimum pH’1min Bulunmasina Yoénelik Calismalarin Sonuclar

Gokkusagi alabalik karaciger GDH enziminin optimum pH’1 Boliim 3.2.6.2°de belirtildigi
gibi pH 5.0 i¢in 50 mM Na-asetat/asetik asit tamponu, pH 6.0, 7.0 ve 8.0 i¢in 50 mM fosfat
tamponu, pH 9.0 ve 10.0 i¢in 50 mM glisin-NaOH tampon ¢ozeltileri kullanildi. Sekil 4.6’da
tim bu tampon ¢ozeltilerine ait aktivite grafigi verildi ve gokkusag: alabalik karacigerinden

saflastirilan GDH enziminin optimum pH’1inin 8.0 oldugu bulundu.
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Sekil 4.6: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin optimum
pH’11 belirlemek igin hazirlanan aktivite-pH grafigi.

4.2.3. Gokkusag1 Alabahk Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin Optimum Iyonik Siddetin Bulunmasma Yénelik Cahsmalarin

Sonuglar

Gokkusag alabalik karaciger GDH enziminin optimum iyonik siddetinin bulunmasi Boliim
3.2.6.3’te belirtildigi gibi fosfat tamponunun farkli konsantrasyonlari ile denenerek yapildi.
Aktivite dlglimlerinin ardindan optimum iyonik siddetin 100 mM oldugu tespit edildi (Sekil
4.7).
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Sekil 4.7: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin optimum
iyonik siddetinin belirlemek i¢in hazirlanan aktivite-iyonik siddet grafigi.

4.2.4. Gokkusag Alabahk Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin Substratlari icin Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik

Calismalarin Sonuglari

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH enziminin substratlari olan NAD®,
NADP*, NADH + H*, NADPH + H*, NH4*, L-glutamat ve o-ketoglutarat igin Km Ve Vmax
degerlerini belirlemek i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafiklerden tiim substratlar

icin ayri ayri Km Ve Vmax degerleri belirlendi (Sekil 4.8-14).
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Sekil 4.8: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat dehidrojenaz enziminin NAD*
substratinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite dlgiilerek gizilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.9: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin NADH +
H* substratinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite 6l¢iilerek gizilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.10: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin NADP*
substratinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite dlgiilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.11: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin NADPH
+ H* substratinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite 6l¢iilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.12: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin NH,*
substratinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite 6l¢iilerek ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.13: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin L-
glutamat substratinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite olgiilerek ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi.
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Sekil 4.14: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin
a-ketoglutarat substratinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite olgiilerek ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi.

Tablo 4.2°de gokkusag: alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH enziminin substratlarina

ait Km-Vmax degerleri verildi.

Tablo 4.2: Gokkusag alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin
substratlarina ait Kmn-Vmax degerleri.

Km Vmax

NAD?* 1.86 mM 0.11 U/mL

= NADH+H" 2.98 mM 0.44 U/mL
g NADP* 2.17 mM 0.05 U/mL
;f NADPH+H"* 6.25 mM 0.43 U/mL
g NHs* 173M 1.79 U/mL

ZE L-Glutamat 15.15 mM 0.12 U/mL
a-Ketoglutarat 4.82 mM 0.42 U/mL
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Km enzimatik reaksiyonun hizinin, maksimum hizin yarisina esit oldugu andaki substrat
konsantrasyonu olarak tanimlanir. Her enzim igin spesifik bir Km degeri bulunmakta ve birden
fazla substrat1 olan enzimlerin herbir substrat1 i¢in karakteristik Km degeri bulunmaktadir. Km
degeri substratin enzime olan ilgisini gostermektedir (Can ve Akev, 2021). Gokkusagi alabalik
karacigerinden saflastirilan GDH enziminin substratlar1 ve koenzimleri olan NAD*, NADP?,
NADH+H", NADPH+H", L-glutamat, a-ketoglutarat ve NH4" i¢cin Km degerleri sirasiyla 1.86,
2.17, 2.98, 6.25, 15.15, 4.82 mM vel.73 M ve Vmax degerleri ise sirasiyla 0.11, 0.05, 0.44,
0.43, 0.12, 0.42 and 1.79 U/mL olarak bulunmustur (Tablo 4.2). Saflagtirilan GDH enzimi igin
Kmdegeri en diisiik olan substrat NAD" olarak bulunmustur. Gokkusagi alabalik karacigerinden
saflagtirilan GDH enzimi NAD® substratina olan ilgisi NADP*’ye oranla daha yiiksek
bulunmustur. Ayni sekilde NADH+H" substratina olan ilgisi NADPH+H" kiyasla daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Gokkusagr alabalik karacigerinden saflagtirnllan GDH enziminin
NAD(P)"-bagimli oldugu tespit edilmis ve reaksiyonun iki yonlii olarak calistig1 tespit

edilmistir.

4.2.5. Gokkusag Alabahk Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin Depo Kararhiligimmn Bulunmasima Yonelik Calismalarin

Sonuclan

Gokkusagi alabalik karaciger saflagtirilan GDH enziminin depo kararliligi Boliim 3.2.6.5°te
belirtildigi gibi aktivite lgiimleri yapilarak tespit edildi. +4°C buzdolabinda, -20°C ve -80°C
derin dondurucularda tutulmus olan GDH enzimlerinin 13 giin boyunca GDH aktiviteleri
olgtildii ve depo kararliliginin en iyi oldugu sicaklik degeri -80°C olarak bulundu. +4°C, -20°C
ve -80°C’ye ait aktivite degerlerine ait grafik ve tablolar sirasiyla Sekil 4.15-17 ve Tablo 4.3‘te

verildi.
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Sekil 4.15: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin
+4°C’deki depo kararliligi i¢in hazirlanan aktivite-giin grafigi.
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Sekil 4.16: Gokkusag alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin
-20°C’deki depo kararlilig1 i¢in hazirlanan aktivite-giin grafigi.
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Sekil 4.17: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin
-80°C’deki depo kararlilig1 i¢in hazirlanan aktivite-giin grafigi.

Tablo 4.3’te gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enziminin +4°C, -20°C ve -80°C’deki depo kararliliginin 13. giin sonundaki % aktivite tablosu

verildi.

Tablo 4.3: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin +4°C, -
20°C ve -80°C’deki depo kararliligmim 13. giin sonundaki % aktivite tablosu.

+4°C -20°C -80°C
(% Aktivite) (% Aktivite) (% Aktivite)
1.Giin %100 %100 %100
13.Giin %56.41 %49.20 %60.38

Tablo 4.4’te gokkusag1 alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH enziminin karakterizasyon
caligmalar1 sonucunda belirlenen toplam molekiil kiitlesi, alt birimlerin molekiil kiitlesi,
optimum sicaklik, optimum pH, optimum iyonik siddet ve depo kararliligina ait sonuglar
verilmistir. Gokkusag1 alabalik karacigerinden saflagtirllan GDH enziminin toplam molekiil

kiitlesinin 346.74 kDa, alt birimlerinin molekiil kiitlesinin 53.71 kDa, optimum sicakliginin
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40°C, optimum pH’mnin 8.0, optimum iyonik siddetinin 100 mM fosfat tamponu ve depo

kararliliginin -80 °C oldugu yapilan deneyler sonucunda bulunmustur.

Tablo 4.4: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enziminin
karakterizasyon ¢aligmalari

Calisma Deger
Toplam molekiil kiitlesi 346.74 kDa
= Alt birimlerin molekiil kiitlesi 53.71 kDa
>
§ Optimum sicaklik 40°C
g Optimum pH 8.0
®
E Optimum iyonik siddet 100 mM
Depo kararliligi -80°C

4.2.6. Gokkusag Alabalik Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlar1 ve Vitaminlerin

Etkilerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalarin Sonuclar

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH enziminin aktivitesi iizerine bazi metal
iyonlar1 ve vitaminlerin etkileri incelendi. Saflagtirilan GDH enzimi iizerine etkileri incelenen
metal iyonlar; Na*, Li*, Ag*, Cu?*, Zn?", Ni?*, Fe?*, Mn?*, Co?', Fe%*, Cr**, Mg?*, Ca®* ve V**
vitaminler ise B vitamini (tiamin), Bz vitamini (riboflavin), Bz vitamini (niasin), Be vitamini
(piridoksin), C vitamini (askorbik asit) ve U vitamini (DL-metiyonin metilsiilfonyum klortir)
dir.

Inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlar1 ve vitaminler igin % aktivite-[metal iyon] (Sekil
4.18-29) ve % aktivite-[vitamin] (Sekil 4.40-43) grafikleri ¢izildi. K; sabitini ve inhibisyon
tirtinii  belirlemek amaciyla inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlar1 ve vitaminlerin
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.30-4.39 ve 4.44-4.46) ve bu grafiklerden ve
denklemlerden yararlanilarak K; sabiti ve inhibisyon tiirleri belirlendi. ICso degeri (enzimin
%350 inhibisyon etkisi gostermesi i¢in gerekli madde miktar1) absise madde miktari, ordinata %
enzim inhibisyonu aktivitesi verilerinin uygulamasi ile ¢izilen egrinin lineer kesiminden elde

edilen regresyon denkleminden hesaplandi.
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Sekil 4.18: Ag* metal iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 4.19: Cu?* metal iyonunun gokkusag: alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi tizerine etkisi.
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ekil 4.20: Zn?* metal iyonunun gokkusag1 alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
y
enzimi aktivitesi izerine etkisi.
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ekil 4.21: Ni?* metal iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
y g
enzimi aktivitesi iizerine etkisi.
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Sekil 4.22: Fe?* metal iyonunun gokkusag: alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi lizerine etkisi.
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Sekil 4.23: Mn?* metal iyonunun gokkusag1 alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat
dehidrojenaz enzimi aktivitesi lizerine etkisi.
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ekil 4.24: Co? metal iyonunun gt')kkusagl alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
Y
enzimi aktivitesi uizerine etkisi.
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Sekil 4.25: Mg?* metal iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat
dehidrojenaz enzimi aktivitesi lizerine etkisi.
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ekil 4.26: Fe3" metal iyonunun 6kku$ag1 alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat dehidrojenaz
y g
enzimi aktivitesi uizerine etkisi.
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ekil 4.27: Cr®* metal iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
y g g
enzimi aktivitesi lizerine etkisi.
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ekil 4.28: Ca?* metal iyonunun 6kku$ag1 alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat dehidrojenaz
M g
enzimi aktivitesi uizerine etkisi.
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ekil 4.29: V# metal iyonunun gokkusag: alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat dehidrojenaz
y g g
enzimi aktivitesi lizerine etkisi.
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Sekil 4.30: Ag* iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiirlin{i gésteren grafik.
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Sekil 4.31: Cu?* iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiirlin{i gosteren grafik.
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Sekil 4.32: Zn?* iyonunun gokkusag: alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiirinii gésteren grafik.
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Sekil 4.33: Ni?* iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiiriinii gdsteren grafik.
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Sekil 4.34: Fe?* iyonunun gokkusag: alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiiriinii gosteren grafik.
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Sekil 4.35: Mn?* iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiirlinli gosteren grafik.
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Sekil 4.36: Co?* iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiirinii gésteren grafik.
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Sekil 4.37: Mg?* iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiirlin{i gosteren grafik.
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Sekil 4.38: Fe* iyonunun gokkusag alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiiriinii gdsteren grafik.
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Sekil 4.39: Cr® iyonunun gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyonu tiiriinii gdsteren grafik.
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Sekil 4.40: Bg vitamininin gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi lizerine etkisi.
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Sekil 4.41: B; vitamininin gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi {izerine etkisi.
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Sekil 4.42: U vitamininin gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi lizerine etkisi.
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Sekil 4.43: B, vitamininin gokkusag1 alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi izerine etkisi.
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Sekil 4.44: Bg vitamininin gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyon tiiriinii gésteren grafik.
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Sekil 4.45: B; vitamininin gokkusag1 alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi i¢in inhibisyon tiiriinii gdsteren grafik.
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Sekil 4.46: U vitamininin gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz

enzimi i¢in inhibisyon tiiriinii gosteren grafik.

Tablo 4.5: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enzimi igin bazi

metal iyonlarinin ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tiirleri.

Metal ) Inhibisyon
. Etki 1Cso Ki
Iyonu Tiirii
Ag* Inhibisyon 8.65+1.68 uM 1.72+0.22 pM Yarigsmasiz
Cu? Inhibisyon 28.85+0.85 uM 9.21+0.93 uM Yari Yarismali
Zn* Inhibisyon 54.98 £ 1.99 uyM 20.24 £2.23 yM Yar1 Yarismali
Ni*2 Inhibisyon 0.43 +£0.02 mM 0.01 £0.00 mM Yarigsmali
Fe*t Inhibisyon 2.33£0.02 mM 1.98 £ 0.44 mM Yarigmal
Mn?* Inhibisyon 2.72£0.19 mM 0.83+£0.18 mM Karisik (Miks)
Co** Inhibisyon 2.73 £ 0.05 mM 293+ 0.6 mM Karisik (Miks)
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Tablo 4.5 (Devam): Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enzimi
i¢in bazi metal iyonlarinin ICso, K degerleri ve inhibisyon tiirleri.

Mg Inhibisyon | 124.82+14.16 mM | 12558 +11.94 mM | Yar1 Yarismal
Fe¥* Inhibisyon 2.86 £0.01 mM 0.45+0.08 mM Karisik (Miks)
Cr3* Inhibisyon 4.27+0.08 mM 471 £1.62 mM Yarigsmasiz
Ca* Aktivasyon falalale falalakel flakale

V4 Aktivasyon Fekkx falalaked kel

Na* Etkisiz == el falakalel

Li* Etkisiz A S falakaled

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzimi {izerine metal iyonlarinin
enzim aktivitesi iizerine etkileri incelendi ve bunun sonucunda Ag*, Cu?*, Zn?", Ni?*, Fe?*,
Mn?*, Co?*, Mg?* ve Fe*", Cr*3 iyonlarmin inhibisyon etkisi oldugu, Ca?* ve V** iyonunun ise
aktivasyon etkisi oldugu ve Na" ve Li" iyonlarinin ise GDH enziminin aktivitesi tizerine

etkisinin olmadig1 bulundu. Metal iyonlarmin ICso degerlerine gore siralanmasi: Ag™ < Cu?* <

Zn?* < Ni?* < Fe?* < Mn?* < Co?* < Fe** < Cr¥< Mg?* olarak bulundu (Tablo 4.5).

Tablo 4.6: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enzimi igin bazi
vitaminlerin 1Cso, Ki degerleri ve inhibisyon tiirleri.

- _ _ Inhibisyon
Vitamin Etki 1Cso Ki
tirii
Be vitamini Inhibisyon 0.77 £0.04 mM 0.44+0.04 MM | Yarigsmasiz
(Piridoksin)
L _ Karisik
B1 vitamini Inhibisyon 1.58 £0.07 mM 0.85+0.09 mM .
(Tiamin) (Miks)
o Karigik
U vitamini Inhibisyon 8.12+0.19 mM 5.02+0.63 mM (Miks)
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Tablo 4.6 (Devam): Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enzimi
i¢in bazi vitaminlerin ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tiirleri.

B2 vitamini Aktivasyon — " S
(Riboflavin)
B3 vitamini Etkisiz — — —
(Niasin)
C vitamini Etkisiz a— — —
(Askorbik Asit)

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH enzimi {izerine By, B2, B3, Bg, C ve U
vitaminlerinin enzim aktivitesi tizerine etkileri incelendi. Bunun sonucunda Bi, Bg ve U
vitamininin inhibitor etkisi, B2 vitamininin aktivator etkisi ve Bz ve C vitaminlerinin aktivite

tizerine etkisinin olmadig1 bulundu (Tablo 4.6).

4.2.7. Gokkusag Alabahk Karacigerinden Saflastirilan Glutamat Dehidrojenaz
Enziminin Aktivitesi Uzerine Bazi Céziiciilerin Etkilerinin Bulunmasina

Yonelik Calismalarin Sonuglar:

Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzimi {izerine Bolim 3.2.5.7°de
belirtildigi gibi bazi1 ¢oziiciilerin enzim aktivitesi tizerine etkileri incelendi. Yapilan aktivite
deneyleri sonucunda ¢oziiciilerin % aktivite degerlerinin n-propanol %17.38, siklohekzanon
%30.80, n-biitanol %64.76, dimetilsiilfoksit (DMSO) %73.10, eter %79.40, aseton %81.45,
metil alkol (MetOH) %82.86, etil alkol (EtOH) %83.81 ve hekzan %96.00 oldugu saptandi
(Sekil 4.47). Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzimi iizerine inhibisyon
etkisi gosteren ¢oziiclilerin aktivite tayini sirasinda kullanilmasi aktivitenin azalmasina neden
olacagindan GDH ile ilgili yapilan ¢alismalarda inhibisyon etkisi gosteren ¢dziiciilerin ortamda

bulunmamasi gereklidir. Cilinkii bu organik ¢oziiciiler aktivite kaybina neden olmaktadir.
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Sekil 4.47: Baz1 ¢oziiciilerin gokkusag alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz
enzimi aktivitesi lizerine etkileri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Enzimlerin bir¢cok farkli kaynaktan ve farkli yontemlerle saflastirilmasi uzun yillardir
popiilerligini koruyan ve 6nemi yillar boyu da devam edecek bir alandir. Yeni enzimlerin
yapilarinin aydinlatilmas1 hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasimlar getirebilecegi gibi,
organizmanin isleyisi ve canlilar arasindaki farkliliklarin anlagilmasi agisindan oldukca
onemlidir. Ayrica endiistriyel olarak da kullanilan enzimlerin maliyeti daha diisiik yeni
yontemlerle, daha kisa slirede ve yiliksek oranda saflastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Ancak
giliniimiiz teknolojisinde enzimlerin endiistride kullanilmasi saflastirilmanin maliyeti ve zamani
acisindan oldukga kisitlidir. Son yillarda yapilan calismalar genelde maliyeti ve zamani
azaltmak yoniinde olmaktadir. Bu anlamda her ne kadar maliyeti yiiksek olsada afinite

kromatografisi oldukg¢a hizli saflastirma imkani sunmaktadir.

Glutamat dehidrojenaz (GDH) enzimi bugiine kadar birgok kaynaktan farkli yontemlerle
saflastirilmistir. Hem canlidan canliya enzimin ozelliklerinin degismesi hem de yapisal
farkliliklarin enzimi anlamak agisindan onemli oldugu distiniildiigiinde, GDH enziminin
saflagtirilmast ve Ozelliklerinin incelenmesi olduk¢a Onemlidir. GDH enziminin biitiin
canlilarda bulunan bir enzim olmasi evrimsel siirecin anlagilmasinda da olduk¢a 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu yiizden hem gérev hem de metabolik etkilerinin bilinmesi olduk¢a 6énemlidir.
GDH enzimi bugiine kadar bitkilerden, mantarlardan, hayvansal dokulardan ve eritrositlerden
saflagtirnlmis ve karakterizasyonlar1 yapilmistir. Literatiir taramasi sonucunda farkli
kaynaklardan saflagtirllan GDH enzimi i¢cin PAGE, SDS-PAGE, Kmn, Vmax degerleri ve
optimum iyonik siddet, pH ve sicaklik degerleri saptanmis, bu ¢aligmalarda birbirinden farkli

sonuglar elde edilmis oldugu tespit edilmistir.

Gokkusagr alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enziminin tabii molekiil kiitlesi ve alt
birimlerinin molekiil kiitlesinin tayini i¢in PAGE ve SDS-PAGE deneyleri yapilmistir. Literatiir
taramasi yapildiginda farkli kaynak ve lokasyondaki GDH enziminin PAGE ve SDS-PAGE
sonuglarmin farkli sonuglar gosterdigi tespit edilmistir. Okiiz beyninden saflastirilan GDH
enzimi i¢cin SDS-PAGE deneyi sonucunda alt birimlerinin molekiil kiitlesinin 55+5 kDa oldugu.
Saflastiritlan GDH enziminin homohekzamer yapida oldugu bildirilmistir (McCarthy ve dig.,
1980). Koyun karacigerinden saflastirilan GDH enzimi igin toplam molekiil agirli 363 kDa, alt

birimlerinin molekiil agirligi 63 kDa ve bu veriler 1s18inda saflastirilan GDH enzimini
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homohekzamerik yapida oldugu bildirilmistir (Giiler, 2014). Bezelyeden saflastirilan hekzamer
yapidaki GDH enziminin alt birimlerinin molekiil kiitlesi 44 kDa, toplam molekiil agirligini ise
260 kDa olarak bulunmustur ve hekzamerik yapida oldugu bildirilmistir (Kindt ve dig., 1980).
Keith ve Kenneth’in 1982 yilinda yapmis olduklari ¢alismada sinek larvasindan saflagtirilan
GDH enzimi i¢in toplam molekiil kiitlesi 350+£30 kDa alt birimlerinin molekiil kiitlesi 57+5
kDa olarak bulunmus (Keith ve Kenneth, 1982), 2001 yilinda Kwinta ve arkadaslarinin yaptilari
calismada tritikale koklerinden saflastirilan GDH enziminin molekiil kiitlesi 257 kDa, alt
birimlerinin molekiil kiitlesi ise 42.5 kDa olarak (Kwinta ve dig., 2001) bulunmustur. Toprakta
yasayan bir amip tiirli olan Dictyostelium discoideum dan saflastirilan GDH enziminin toplam
molekiil kiitlesi 356 kDa, alt birimlerinin molekiil kiitlesi 54 kDa olarak bulunmus (Pamula ve
Wheldrake, 1991), bir mantar tiirii olan Benjaminiella poitrasii’dan saflastirllan GDH igin
toplam molekiil kiitlesi 371 kDa, alt birimlerinin molekiil agrilig1 97kDa olarak bulunmustur
(Joshi ve dig., 2013).

Kopek baligr karacigerinden saflastirilan GDH enzimin i¢in yapilan PAGE deneyi
sonucunda GDH toplam molekiil agirlinin 330 kDa oldugu (Corman ve dig., 1967), Tuna balig1
karacigerinden saflastirllan GDH enzimi igin toplam molekiil agirlinin 333 kDa oldugu
bulunmustur (Veronese ve dig., 1976). Timsah buz balig: tiirlerinden olan Chaenocephalus
aceratus baliginin karacigerinden saflastirilan GDH enzimi i¢in SDS-PAGE deneyi sonucunda
GDH enziminin alt birimlerinin molekiil agirligi 57.90 kDa oldugu ve hekzamerik yapida
oldugu bildirilmistir. Aymi ¢alismada sonuglarin tuna balig1 ve kdpek baligindan saflastirilan

GDH enzimiyle benzer sonuglar oldugu vurgulanmistir (Ciardiello ve dig., 1997).

Caligmamizda gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirllan GDH enziminin toplam
molekiil kiitlesinin 346.74 kDa, alt birimlerinin mol kiitlesinin ise 53.71 kDa oldugu
bulunmustur. Saflastirilan GDH enziminin hekzamerik yapida oldugu tespit edilmistir. Elde

edilen sonuglarin literatiir taramasinda gézlemlenen sonuglarla uyumlu oldugu bulunmustur.

GDH enzimi bugiline kadar mantarlardan bakterilere, bakterilerden bitkilere, bitkilerden
hayvanlara kadar ¢ok genis bir yelpazede saflastirilmis bir enzimdir. Farkli kaynaklardan
saflastirilan GDH enziminin kinetik O6zelliklerinin incelenmesi bu enzimin 6zelliklerinin
belirlenmesinde olduk¢a 6nemlidir. Bu anlamda GDH enziminin kullandig1 substratlarin Km
degerlerinin belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Km degeri bir maddenin enzime olan ilgisini

gosterdiginden GDH enzimi i¢in Km degerlerinin belirlenmesi enzimin hangi yonde ve hangi
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koenzime bagli oldugunu bulmak agisindan oldukc¢a 6nemlidir. GDH enzimi bugiine kadar
Neurospora crassa, Candida utilis, Agaricus bisporus, Laccaria laccata, Saccharomyces
cerevisiae mantarlarindan saflastirilmis ve kinetik 6zellikleri incelenmistir. Neurospora crassa
mantarindan 50 kat saflastirilan GDH enzimi substratlari i¢in Km degerlerini hesaplamiglar ve
NAD", NADP*, NADH ve NADPH i¢in Kn degerlerini sirasiyla 0.33, 0.05, 0.55 ve 0.13 mM
olarak bulmuslardir. Neurospora crassa mantarindan saflastirilan GDH enziminin reaksiyonu
iki yonlii gerceklestirdigi ve Km degerleri goz oniinde bulunduruldugunda GDH enziminin
NAD* ve NADP" bagimli oldugu bulunmustur (Sanwal ve Lata, 1961). Candida utilis
mantarindan saflastirilan GDH enziminin NAD" bagimli oldugu ve koenzim olarak yalnizca
NAD* kullandig1 ve reaksiyonun sadece deaminasyon yoniinden oldugu bulunmustur. NAD*
icin Km degeri 1.08 mM olarak bulunmustur (Hemmings, 1980). Agaricus bisporus
mantarindan saflastirilmis olan GDH enziminin ise NADP™ bagimli oldugu ve reaksiyonun iki
yonlii gergeklestigi tespit edilmistir. NADP* ve NADPH igin Km degerleri sirasiyla 0.12 ve 0.07
olarak bulunmustur (Baars ve dig, 1995). Laccaria laccata mantarinda bulunan GDH enzimi
koenzim olarak yalnizca NADP* ve NADPH’1 kullandig:1 tespit edilmistir. Km degerleri
sirastyla 0.03 ve 0.01 mM olarak bulunmustur (Brun ve dig., 1992). Saccharomyces cerevisiae
mantarindan izole edilen GDH enziminin NADP*-bagimli oldugu bulunmus ve NADP™" ve
NADPH substratlarinin Km degerlerinin sirasiyla 0.07 ve 0.09 mM oldugu bulunmustur
(Grisolia ve dig., 1964). Bir bakteri olan GWE1’den GDH enzimi 22.7 kat saflastirimistir.
Karakterizasyon ¢alismalarinin sonucunda optimum pH 8.0 ve optimum sicakliginin ise 80°C
oldugu bulunmustur. GWE’den saflastirllan GDH enzimi 5 saat 100°C’de tutuldugunda
aktivitesinin %30 azaldig1 bulunmus ve ayrica GDH enziminin sadece deaminasyon yoniinde
calistigi bulunmustur (Amenabar ve Blamey, 2012). 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada
Geotrichum candidum mantarindan GDH enzimi 38.58 kat saflagtirilmistir. Bu mantardan
saflagtirilan GDH enziminin NADP*-bagimli oldugu ve NADP" ve NADPH+H" i¢in Kn
degerlerinin 0.07 ve 0.083 mM oldugu bulunmustur (Zhu ve dig., 2017).

Thermophilic bacillus bakterisinden 353 kat saflastiritlan GDH enziminin NADP*-bagiml
oldugu bulunmustur. GDH enziminin substrat olarak kullandig1 glutamat, NADP*, NH4*, a-
ketoglutarat ve NADPH+H" i¢in Km degerleri sirasiyla 0.011, 0.0003, 0.021, 0.0013 ve 0.00053
mM olarak bulunmustur (Epstein and Grossowicz, 1975). Paracoccus denitrificans
bakterisinden saflagtirilmig olan GDH enziminin de NADP*-bagiml oldugu Km degerlerinin
ise glutamat: 1.5 mM, NADP*: 5.9 uM, a-ketoglutarat: 0.47 mM, NADPH+H": 12.5 uM ve
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NHs™: 14 mM olarak bulunmustur (Kremeckova ve dig., 1992). Arkea ailesinde yer alan
Halobacterium‘dan saflastirilan GDH enziminin kinetik O6zellikleri incelenmis ve GDH
enziminin NADP*-bagimli oldugu bulunmustur. Substratlar i¢in yapilan Km ¢alismalarinda a-
ketoglutarat: 3 mM, NH4": 16.6 mM, NADPH+H": 0.024 mM, glutamat: 14.2 mM ve NADP*:
0.061 mM oldugu bulunmustur. Yine ayn1 ¢alismada NaCl konsantrasyonuna bagli aktivite
tayini yapilmis ve 4M NaCl ¢ozeltisi ilavesinde aktivitenin yaklasik olarak %50 azaldig1 tespit
edilmis (Leicht ve dig., 1978). Yine Arkea ailesinde yer alan Thermococcus litoralis’den
saflagtirilan GDH enziminin NADP*-bagimli oldugu bulunmustur ve substratlar i¢in K
degerleri ise glutamat 0.22 mM, NADPH 0.029 mM, a-ketoglutarat 0.16 mM, NADPH 0.14
mM ve NHs" 0.63 mM olarak bulunmustur (Ma ve dig., 1994). Mikroalg olan Chiorella
sorokiniana’dan saflastirillan GDH enzimi igin substratlarin Km degerleri hesaplanmis ve a-
ketoglutarat: 2 mM, NH4*: 40 mM, NADH: 0.15 mM, glutamat: 60 mM ve NAD™: 0.15 mM
oldugu bulunmustur. Bu mikroalgden saflagtirilan GDH enziminin NAD*-bagimli oldugu
bulunmustur (Meredith ve dig., 1978).

GDH enzimi mantar ve bakterilerden saflagtirildig: gibi bitki ve bitki kisimlarindan da birgok
farkli kaynaktan yararlanilarak saflagtirilmigtir. Su mercimegi, tritikale kokleri, bezelye yaprak
ve kokleri, bakla taneleri, turp, soya fideleri bunlardan bazilaridir. Lemna minor L. (Su
mercimegi) bitkisinden GDH enzimi 480 kat saflastirilmig, enzimin NAD*-bagimli oldugu
bulunmustur. Saflagtirilan GDH enziminin Km degerleri ise glutamat: 2.5 mM, a-ketoglutarat:
1.5 mM, NAD*: 0.18 mM, NADH+H": 0.02 mM olarak bulunmustur. Kmn degerleri
degerlendirildiginde enzimin aminasyon yoniine daha hizli ¢aligtig1 anlagilmaktadir (Stewart ve

Rhodes, 1977).

Tritikale koklerinden saflastirilmis olan GDH enziminin saflastirma katsayist 400 olarak
bulunmus ve enzimin Ky c¢aligmalar1 sonucunda NADPH’ a yiiksek afinitesi oldugu tespit
edilmistir. Yapilan Km ve Vmax ¢aligmalari sonucunda substratlarin Ky degerleri glutamat: 18
mM o-ketoglutarat: 3 mM, NAD": 0.53 mM, NADP*: 0.48 mM, NADPH: 0.06 mM olarak
bulunmus ve NADH icin Km degeri bulunamamistir (Kwinta ve dig., 2001).

GDH enziminin saflastirilmasi iizerine en ¢ok calisilan bitkilerden biri de bezelyedir.
Bezelyenin tohum ve koklerinden farkli ¢alismalarla GDH enzimi saflastirilmistir. Bezelye
tohumlarinda yapilan ¢alismada GDH enziminin NAD"-bagimli oldugu bulunmustur. NAD* ve
NADH i¢in Km degerleri sirasiyla 0.23 mM ve 0.03 mM, glutamat: 9.3 mM, a-ketoglutarat: 2.3
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mM, NHs": 52.6 mM bulunmustur. Bezelye tohumundan saflastirilan GDH enziminin NAPD*
ve NADPH’1 koenzim olarak kullanmadigi tespit edilmistir (Kindt ve dig., 1980). Bezelyenin
koklerinden yapilan GDH saflastirilmasinda ise koklerde yapilan ¢alismaya benzer sonuglar
bulunmustur. Bezelyenin koklerinden yapilan GDH enziminin de NAD*-bagimli oldugu
bulunmustur ve NADP*, NADPH’1 kullanmadig1 bildirilmistir. NAD" ve NADH igin Kn
degerleri sirasiyla 0.65 ve 0.86 mM, glutamat: 7.3 mM, a-ketoglutarat: 3.3 mM, NH4": 72.0
mM olarak bulunmustur (Pahlich ve Joy, 1971). Bu sonuglar 1siginda, bezelyenin farkli
kisimlarindan saflastiritlan GDH enzimi ile yapilan iki ¢alismada benzer 6zellikler goriilmiistiir.
Itagaki ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada GDH enzimi turptan saflastirilmis ve optimum
pH’1 aminasyon yoniinde 8.0 deaminasyon yoniinde ise 9.5 olarak bulunmustur. Km
degerlerinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarin sonucunda NAD* ve NADH igin
sirastyla 0.25 ve 0.06 mM, glutamat: 28.6 mM, a-ketoglutarat: 2.0 mM, NH4": 44.4 mM olarak
bulunmustur. NADP* ve NADPH+H" ise koenzim olarak kullanmadig: bildirilmistir (Itagaki
ve dig., 1988).

Turano ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada soya fidelerinde bulunan GDH enziminin {i¢
izoformu saflastirilmis ve GDH3 adi verilen bu izoenzimin substratlart i¢in Km degerleri
hesaplanmistir. GDH3 enziminin NAD*-bagimli oldugu tespit edilmis ve NAD* ve NADH i¢in
sirastyla 0.10 ve 0.07 mM, glutamat: 15.8 mM, a-ketoglutarat: 3.6 mM, NH,": 35.5 mM olarak
bulunmustur (Turano ve dig., 1996).

Bir bagka calismada Brassica nopus (Kanola) yapraklarinda saflastirilan GDH enziminin iki
izoenzimi olan GDHI ve GDH?7 igin K degerleri arastirtlmistir GDH1 enzimi igin NH4*, a-
ketoglutarat, glutamat, NADH ve NAD" i¢in Km sabitleri sirasiyla 6.62 mM; 0.87 mM; 3.23
mM; 0.02 mM ve 0.12 mM olarak tespit edilmistir. GDH7 i¢in Km degerleri ise NH4", -
ketoglutarat, glutamat, NADH ve NAD" i¢in sirasiyla 9.3; 0.64; 3.32; 0.02 ve 0.15 mM olarak
bulunmustur (Watanabe ve dig., 1999).

GDH enzimi baliklardan, kuslardan ve memelilerden de saflastirilmis bir enzimdir.
Saflastirilan bu enzim igin Km degerleri hesaplanmis ve birgok farkli sonug ¢ikmistir. Fahien
ve arkadaslarinin yaptiklar bir ¢alismada GDH enzimi kurbaga karacigerinden saflastirilmis ve
saflagtirllan GDH enziminin iki yonlii calistigi tespit edilmistir. Yapilan Km caligmalar
sonucunda saflagtirilan GDH enziminin NAD(P)*-bagimli oldugu tespit edilmis olup Km
degerleri NAD™: 0.02, NADP": 0.5, NADH: 0.03, NADPH: 0.2, glutamat: 1.80 mM, a-
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ketoglutarat: 5.00 mM, NHs™: 0.5 mM olarak bulunmustur. Kurbaga karacigerinden
saflagtirilan GDH enziminin daha ¢ok deaminasyon yoniinde calistigi ve NAD™’y1 NADP"’ya
kiyasla 25 kat daha fazla ilgisi oldugu tespit edilmistir (Fahien ve dig., 1965).

Bir bagka caligmada ise tavuk karacigerinden saflastirilan GDH enzimi i¢in Km degerlerini
hesaplamak icin ¢aligmalar yapilmis ve saflastirilan GDH enziminin tek yonlii olarak calistigi
tespit edilmistir. Km degerleri NAD" ve glutamat i¢in sirasiyla 0.61 ve 2.0 mM olarak
bulunmustur. Saflastirilan GDH enzimi koenzim olarak yalnizca NAD" kullandigi ve
reaksiyonun yalnizca deaminasyon yoniinde oldugu tespit edilmistir (Snoke, 1956). GDH
enziminin kinetik 6zellikleri bulundugu canliya ve bulundugu dokuya goére degisebilmektedir.
Farkli canlilarin karacigerinden saflagtirilan GDH enziminin daha ¢ok deaminasyon yoniinde
calistig1 ve bununda enerji eldesi i¢in proteinlerin karbon iskeletinin kullanilmasi i¢in oldugu

sonucu ¢ikarilabilir.

Sigir karacigerinden saflastirilmis olan GDH enziminin NAD(P)*-bagimli oldugu ve
reaksiyonun iki yonlii olarak gerceklestigi literatiirde bildirilmistir. Km degerleri ise NAD*: 0.7,
NADP™: 0.05, NADH: 0.02, NADPH: 0.03, glutamat: 1.8, a-ketoglutarat: 0.7 mM, NH4": 3.2
mM olarak bulunmustur (Frieden, 1959). Koyun karaciger dokusundan mitokondriyel GDH
enzimi 2', 5" ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile 272 kat saflastirilmis ve saflastirilan
GDH enziminin substratlar1 i¢in Km degerleri NAD*™: 1.21, NADP*: 0.24, NADH: 0.14,
NADPH: 1.67, glutamat: 5.57, a-ketoglutarat: 0.40 mM, NH4": 12.92 mM olarak bulunmustur
(Giiler, 2014). Beyin dokusunda karacigerdeki 6zelliklere benzer sonuclar ¢ikmamaktadir.
Colon ve arkadaslariin yaptiklar1 ¢calismada sican beyninden saflastirilan GDH enziminin tek
yonlii ¢alistig1 ve bu yoniin aminasyon oldugu bulunmustur. Yapilan Km ¢aligmalari sonucunda
NADH: 0.08, NADPH: 0.11, a-ketoglutarat: 1.4, NH4": 18.3 mM olarak bulunmustur (Colon
ve dig., 1986). Ayrica insan beyninden 547 kat saflastirilan GDH enziminin de benzer 6zellikler
gosterdigi bulunmustur. Saflastirllan GDH enziminin aminasyon yoniinde galistigi ve Kn
calismalar1 sonucunda NADH: 0.08, NADPH: 0.05, o-ketoglutarat: 1.3 mM olarak
bulunmustur (Hussain ve dig., 1989). Sican ve insan beyninden saflastirilan GDH enziminin
NAD(P)"-bagimli oldugu goriilmektedir. Beyin dokusunda GDH enzimi daha c¢ok
norotransmitter madde olan y-aminobiitirik asit i¢in glutamat saglamak amaciyla aminasyon

yoniinde c¢alistig1 sonucu ¢ikarilabilir.
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GDH enzimi ayrica bazi1 balik tiirlerinden de saflastirilmistir. Bunlar kopek baligi, tuna
balig1, yilanbaligi ve Antartika baliklarinin karacigerindendir. Bu balik tiirlerinin de ortak
ozelliklerinden biri hepsinin tuzlu su baligi olmasidir. Corman ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada GDH enzimi kopek baligi karacigerinden 150 kat saflastirilmis ve saflastirilan
enzimin iki yonlii ¢alistig1 tespit edilmistir. Km degerlerinin belirlenmesine yonelik yapilan
caligmalar sonucunda saflastirilan GDH enziminin koenzim olarak NADP(H) kullandig1 tespit
edilmistir. Km degerleri NADP™: 0.08, NADPH: 0.4, glutamat: 84.0, a-ketoglutarat: 4.5 ve
NH,4*:80 mM olarak tespit edilmistir. iki yonlii ¢alismasina karsilik képek balig1 karacigerinden
saflastirilan GDH enziminin daha ¢ok aminasyon yoniinde ¢alistigi bulunmustur (Corman ve

dig., 1967).

Tuna balig1 karacigerinden saflastiritlan GDH enzimini i¢in kinetik ¢alismalar yapilmis ve
saflastirilan enzimin daha ¢ok deaminasyon yoniinde ¢alistig1 tespit edilmistir. Km degerleri ise
NAD*, NADP* ve glutamat i¢in sirastyla 0.33, 0.7 ve 1.4 mM olarak bulunmustur. Tuna baligi
karacigerinden saflastirilan GDH enziminin NAD™’y1 tercih ettigi saptanmistir (Veronese ve
dig., 1976). Ciardiello ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada GDH enziminin saflastiriimasi
timsah buz baligt tirii olan Chaenocephalus aceratus baliginin karacigerinden
gerceklestirilmistir. Saflastirilan GDH enziminin NAD® y1 kullandigi tespit edilmistir
(Ciardiello ve dig., 1997). Hayashi ve dig., 1982 yilnda yaptiklar1 ¢alismada yilanbaligi
karacigerinden GDH enzimi saflagtirilmis ve NAD" ve L-glutamat i¢in Km degerleri sirasiyla
0.45, 3.7 mM olarak bulunmus, saflastirilan GDH enziminin NAD"’y1 tercih ettigi saptanmustir
(Hayashi ve dig., 1982).

Hemen hemen tiim canli tiirlerinden saflastirilmis olan GDH enziminin canlidan canliya
farkli koenzim ilgisi ve kinetik 6zellikleri bulundugu literatiirde tespit edilmistir. Calismamizda
ise gokkusag alabalik karacigerinden saflagtirilan GDH enzimi i¢in Km sabitleri belirlenmistir.
Enzimin substratlarinin ve koenzimlerinin Km sabitlerinin NAD*: 1.86, NADP*: 2.17, NADH:
2.98, NADPH: 6.25, glutamat: 15.15, a-ketoglutarat: 4.82 mM ve NH4" igin Km degeri 1.73 M
olarak bulunmustur. Kn degerlerinin sonucunda saflastirdigimiz GDH enziminin koenzimler
arasinda en ¢ok ilgisinin Km degeri en kiigiik olan NAD"a ait oldugu belirlenmistir.
Saflagtirdigimiz GDH enziminin aminasyon yoniinde NADH’1, deaminasyon yoniinde ise
NAD"y1 tercih ettigi goriilmektedir. Diger koenzimleri de kullanmasi nedeni ile gokkusagi

alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enziminin NAD(P)*-bagimli oldugu tespit edilmistir.
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Tim koenzimleri kullanmasi ve Km degerleri goz oniline alindiginda gokkusagi alabalik
karacigerinden saflastirilan GDH enziminin ¢ift yonli yani hem aminasyon hem de

deaminasyon yoniinde galistigi tespit edildi.

Birgok farkli kaynaktan saflastirilmis olan GDH enziminin Km degerlerinin aragtirilmasinin
yan1 sira optimal sartlarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar da yapilmistir. Optimal sartlar
canli 6zelliklerine, yasam kosullarina ve enzimin lokalizasyonuna gore de degisebilmektedir.
Bu yiizden optimal sartlarin belirlenmesi saflagtirilan enzimlerin canliya uyumlar1 ve diger canli
tiirleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Literatiir taramasi
islemlerinde farkli kaynaklardan saflastirilmis olan GDH enziminin optimal sartlarinin
belirlendigi tespit edildi. Thermophilic bacillus bakterisinden saflagtirilan GDH enziminin
optimum pH calismalarinda aminasyon yoniinde 7.2, deaminasyon yoniinde 8.4 olarak
bulunmustur. Sicaklifa bagli olarak yapilan aktivite ol¢iimlerinden sonra enzimin sifirin
altindaki sicakliklardan 70°C’ye kadar aktivitesini korudugu bulunmustur (Epstein and
Grossowicz, 1975). Thermococcus litoralis’den saflastirilan GDH enziminin optimum pH’min
8.00, optimum sicakligi 80°C bulunmustur (Ma ve dig., 1994). Mikroalg olan Chiorella
sorokiniana’dan saflastirilan GDH enzimi i¢in Optimum pH ¢alismalarinda maksimum
aktivitenin aminasyon yonii i¢in pH 8.0, deaminasyon yonii i¢in pH 9.0 olarak bulunmustur
(Meredith ve dig., 1978). Lemna minor L. (su mercimegi) bitkisinden izole edilen GDH
enziminin optimum pH’1 aminasyon yoniinde 8.0, deaminasyon yoniinde 9.2 olarak
bulunmustur (Stewart ve Rhodes, 1977). Itagaki ve arkadaslarinin yaptiklar: ¢alismada GDH
enzimi turptan saflastirilmis ve optimum pH’1 aminasyon yoniinde 8.0 deaminasyon yoniinde
ise 9.5 olarak bulunmustur (Itagaki ve dig., 1988). Soya fidelerinden saflastirilan GDH3
enziminin optimum pH’1 aminasyon yoOniinde 8.0, deaminasyon yoOniinde 9.3 olarak
bulunmustur (Turano ve dig., 1996). Brassica nopus yapraklarinda saflastirilan GDH1 ve
GDH7 enzimlerinin aminasyon ve deaminasyon aktivitelerinin optimum pH’lar1 sirastyla 9.0

ve 9.5 olarak bulunmustur (Watanabe ve dig., 1999).

Tavuk karacigerinden saflastirilmis olan GDH enzimi i¢in yapilan optimal kosul ¢calismalari
sonucunda deaminasyon yoniinde optimum pH’1n 8.0, aminasyon y6niinde ise 7.6 oldugu tespit
edilmistir (Snoke, 1956). Koyun karacigerinden saflastirillan GDH enziminin ise optimum pH’1

7.5, optimum sicakliginin 40°C ve optimum iyonik siddetin fosfat tamponu i¢in 500 mM oldugu
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tespit edilmistir (Giiler, 2014). Sigan beyninden saflastirilan GDH enziminin 45°C’de inaktif
hale geldigi ve optimum pH’1 ise 7.40 olarak tespit edilmistir (Colon ve dig., 1986).

Timsah buz balig: tiirii olan Chaenocephalus aceratus baliginin karacigerinden saflastirilan
GDH enzimi i¢in optimum sicaklik degerinin 30°C oldugu tespit edilmistir (Ciardiello ve dig.,
1997). Yilan balig1 karacigerinden saflastirilan GDH enzimi i¢in optimum pH aminasyon
yoniinde 8.0, deaminasyon yoniinde 8.5 olarak bulunmustur. Ayrica 8°C’de 4 giin sonunda
aktivitesinin %20 azaldig1 tespit edilmistir (Hayashi ve dig., 1982). Insanlarda bulunan hGDH1
ve hGDH2’nin aminasyon yoniinde optimum pH’lar1 sirasiyla 8.0 ve 7.5 olarak bulunmustur

(Plaitakis ve dig., 2003; Kanavouras ve dig., 2007).

Calisgmamizda saflastirilan GDH enziminin maksimum aktivite gosterdigi sicakligin 40°C,
maksimum aktivite gosterdigi pH’1in aminasyon yoniinde 8.0 ve optimum iyonik siddetin 100
mM potasyum fosfat tamponu oldugu bulunmustur. Ayrica yapilan depo kararliligi
caligmasinda aktivitesini en ¢ok koruyabildigi sicakligin -80°C oldugu bulunmustur. Diger
literatiir calismalarinda ¢ikan optimal kosullarla karsilastirildiginda benzer sonuglar elde

edilmistir.

Cevresel ve endiistriyel sartlardan dolay1 agir metaller bir¢ok sebeple maruz kalinan bir
durum olmakta ve olmaya devam etmektedir. Bu anlamda agir metallerin etkilerinin
incelenmesi ve metabolizma iizerine olan etkilesimlerinin incelenmesi olduk¢a 6nemlidir. Agir
metaller kofaktor olarak da enzimler tarafindan kullanilmaktadir ancak konsantrasyonlarinin
artmasi toksisiteye neden olabilmektedir. Bu etkilerinden dolay1 bazi1 agir metallerin GDH
enzimi lizerine etkileri literatiir taramasinin yapilmasinda karsilagilmis ve gokkusag: alabalik

karacigerinden saflagtirilan GDH enzimi {izerine de bazi agir metallerin etkileri incelenmistir.

Kim ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada Klebsiella pneumoniae bakterisinden
saflastirdiklari NADP*-bagimli GDH enziminin aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin
etkisini incelemislerdir. Yapilan ¢aligma sonucunda Ag® iyonunun oldukga kuvvetli bir
inhibitor etkisine sahip oldugu bulunmustur. 1 mM Ag" iyonunun %100 inhibisyon ettigi tespit
edilmistir. Yine 1 mM Hg?" iyonunun %48, 1 mM AI** iyonunun ise %23 oraninda inhibisyon
gosterdigi tespit edilmistir (Kim ve dig., 2002). Bir baska bakteri tiirii olan Janthinobacterium
lividum dan saflastirilmis NAD*-bagimli GDH enzimi {izerine 1 mM konsantrasyonda Hg?*,

Mn2*, Mg?*, Ni?*, Co?" ve Zn?" metal iyonlarmin aktivite iizerine etkilerine bakilmis ve GDH



107

enziminin aktivitesi yiizde iizerinden sirasiyla 0, 52, 64, 77, 82 ve 224 olarak bulunmustur. Zn*?
iyonlariin bu bakteriden saflastirilan GDH enziminin aktivitesini yaklasik 2.5 kat arttirirken
diger metallerin inhibisyon etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Kawakami ve dig., 2007). Bir
mantar tiiri olan Laccaria bicolor’dan saflastirilmis ve NAD"-bagimli olan GDH enzimi
tizerine bazi metal iyonlarinin etkisi incelenmis. ImM CaCl, ve 1 mM CaSOs aminasyon
yoniinde saflastirilan GDH enzimini sirasiyla %32 ve %50 oraninda aktive ettigi bulunmustur.
Ayni calismada Mg®*, Mn?* ce Cu?* iyonlarinin kloriir ve siilfat tuzlarinin GDH enziminin
aktivite tizerine etkileri incelenmis ve 0.1 mM CuCl; ve CuSQOg4 tuzlarinin sirastyla %65 ve %60
oraninda inhibisyon gergeklestirdigi bulunmustur. 1 mM MnClz ve 0.1 mM MnSOs tuzlarinin
ise sirastyla %12 ve %S5 inhibisyona neden oldugu bulunmustur.] mM MgCl. ve MgSO4
tuzlarinda ise oldukg¢a degisik bir farklilik bulunmus ve MgClz %50 oraninda aktivite artigina
neden olurken, MgSOys ise ayn1 konsantrasyonda %22 oraninda inhibisyona neden olmustur
(Garnier ve dig., 1997).

Bacteroides fragilis bakterisinden saflastirilmis olan NAD"-bagimli GDH enzimi iizerine
100 mM Na*, K*, Mg?* ve Ca?" iyonlarinin aktivite {izerine etkilerine bakilmuis ve sirasiyla %14,
%8, %58 ve %52 oraninda inhibisyon etkisi oldugu bulunmustur (Abrahams ve dig., 2001).
Agave americana (Amerika sabir1) bitkisinin yapraklarindan saflastirilmis olan GDH enziminin
aktivite iizerine Ca?*, Mg?*, Zn?* ve Mn?" iyonlarinin etkisine bakilmis ve 10 mM Zn?'
iyonunun yaklasik olarak %50 oraninda inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Ramirez
ve dig., 1977).

Geotrichum candidum mantarindan saflastirilmis GDH enzimi i¢in Zn%*, Mg?*, Fe?*, Fe®",
Ba?*, Mn?*, Ph?* ve Ca?" iyonlarinin aktivite {izerine etkilerine bakilmis ve yapilan calisma
sonucunda Zn?*, Fe?* iyonlarinin aktivasyon, Mg?*, Fe®*, Ba?*, Mn?*, Pb?* ve Ca?" iyonlarinin
inhibisyona neden olduklar1 bulunmustur. En kuvvetli inhibisyonu ise Pb*? iyonu gostermis
olup, 5 mM konsantrasyonda yaklasik olarak %80 oraninda inhibisyona neden olmustur (Zhu
ve dig., 2017). Koyun karacigerinden saflastirilmis olan GDH enzimi iizerine bazi metal
iyonlarinin etkisi incelenmis ve Ag*, Zn?*, Cu?*, Co?*, Ni?* ve Fe®" iyonlarmin aktivite iizerine
inhibitor etki gosterdigi, Ca®* iyonunun ise aktivasyon etksi oldugu tespit edilmistir. Inhibisyon
etkisi gosteren metal iyonlarinin ICsp degerleri sirasiyla 0.13 pM, 11.75 uM, 26.65 uM, 1.23
mM, 0.72 mM ve 0.25 mM olarak bulunmustur (Giiler, 2014).
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GDH enzimi farkli kaynaklardan saflastirilmis ve metal iyonlarinin farkl etkileri oldugu
literatiirde bildirilmistir. Ancak baliklardan saflastirilan GDH enzimi i¢in metal iyonlarinin
etkisine literatiirde rastlanmamustir. Ozellikle gevresel kirliligin her gecen giin yiikseldigi
giiniimiiz Diinya’sinda sulara karisan agir metallerin biyolojik etkilerinin incelenmesi oldukca
onemlidir. Calismamizda ise gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan GDH enzimi
lizerine Ag®, Cu?*, Zn?*, Ni?*, Fe?*, Mn?*, Co?*, Mg?*, Fe** ve Cr¥" iyonlarinin inhibisyon etkisi
oldugu, Ca?* ve V* iyonlarmin ise aktivasyon etkisi oldugu ve Na* ve Li* iyonlarmin aktivite
lizerine etkisi olmadig1 bulundu. inhibisyon etkisi gdsteren metallerin ICso degerleri sirastyla
8.65 uM, 25.85 uM, 54.98 uM, 0.43 mM, 2.33 mM, 2.72 mM, 2.73 mM, 124.82 mM, 2.86 mM
ve 4.27 mM olarak bulundu. Inhibisyon etkisi gdsteren metallerin inhibisyon tiirleri belirlenmis
ve Ni?* ve Fe?* yarismali, Cu®*, Zn**, Mg?" icin yar1 yarismali, Ag*, Cr** icin yarismasiz ve
Mn?2*, Co?* ve Fe*" igin karigik (miks) tipi inhibisyon gosterdigi bulundu. Ayrica calismamizda
Ca?" iyonlarmin 100 mM konsantrasyonda GDH enziminin aktivitesi %160 oraninda, V**
iyonunun ise 0.4 mM konsantrasyonda yaklagik olarak %300 oraninda arttirdig1 bulundu. Metal
iyonlarin GDH enzimi {izerine olan etkilerinin incelenmesi GDH i¢in tasarlanabilecek
ligandlarin sentezlenmesi agisindan olduk¢a dnemlidir. GDH enziminin bulundugu lokasyon
ve gorev acisindan aktive ya da inhibe edilmesi istenebilir ve metal iyonlarindan
sentezlenebilecek anorganik bilesiklerin bu amagcla ilag tasariminda rol alabilecegi sOylenebilir.
Bu anlamda ¢alismamizda inhibisyon acisindan Ag* ve aktivasyon acisindan V#4* iyonlarinin

ligand sentezlemede kullanilabilecegi one siiriilebilir.

Vitaminler organizma i¢in gerekli olan metabolitik reaksiyonlarin gerceklesmesinde ¢ok
onemli olan ve direkt olarak enerji kaynagi olarak kullanilmayan organik molekiillerdir.
Vitaminler, enzimlerin aktivitesi i¢in gerekli olan koenzimlerin sentezi i¢in gereklidirler ve bu
anlamda organizma i¢in diizenleyici etkileri bulunmaktadir. Yapilan literatiir taramasinda GDH
enzimi tlzerine vitaminlerin etkilerinin ¢ok ¢alisiimadigi goriilmistir. Agave americana
yapraklarindan saflastirilmis olan GDH enzimi {izerine Bg vitamininin koenzim sekli olan
piridoksal-5'-fosfatin enzim aktivitesini 0.2 mM konsantrasyonda zamana bagli olarak
inhibisyon etkisi gosterdigi ve 60 dakika sonunda yaklasik olarak aktiviteyi %20 oraninda
azalttig1 bildirilmistir (Ramirez ve dig., 1977). Mkrtchyan ve arkadaslari, 2015 yilinda
yaptiklar ¢alismada tiamin ve tiamin tiirevi bilesiklerin beyin dokusunda GDH enzimini inhibe
ettiklerini bulmuslardir (Mkrtchyan ve dig., 2015). Calismamizda B1 (Tiamin), B2 (Riboflavin),
Bs (Niasin), Bes (Piridoksin), C (Askorbik asit) ve U vitaminin aktivite iizerine etkileri
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incelenmis, B1, Be ve U vitaminlerinin inhibisyon etkisi oldugu, B2 vitaminin aktivasyon etkisi
oldugu ve Bz ile C vitaminlerinin ise GDH enziminin aktivitesinin tizerine herhangi bir etkisi
olmadig1 bulundu. inhibisyon etkisi gdsteren vitaminlerin ICso degerleri sirasiyla 0.77, 1.58 ve
8.12 mM olarak bulunmustur. B1 ve U vitamini i¢in miks tip, Be vitamini i¢in ise inhibisyon
tiiriniin yarismasiz oldugu bulundu. Literatiir taramasinda U vitaminin GDH enzimi iizerine
etkisi hi¢ incelenmemis olup bu anlamda ilk defa ¢alisilmistir. B2 vitamini ise GDH enzimi
tizerine aktivator etki etmis ve 2 mM konsantrasyonda yaklasik olarak %140 aktivasyon
gosterdigi bulundu. GDH enzimi koenzim olarak B3z vitaminin koenzim halini kullanmaktadir.
Ancak calismamizda B3 vitaminin GDH enzim aktivitesi tizerine herhangi bir etkisi olmadig:
bulunmustur. Ayrica C vitaminin saflastirilmis olan GDH enziminin aktivitesine etki etmedigi
tespit edildi. Calismamizda ¢ikan sonuglar g6z Oniine alindiginda oOzellikle literatiirde
bulunmayan U vitaminin GDH enzimini inhibe etmesi, GDH enziminin asirt ¢aligmasi
durumuna baglh olarak ortaya ¢ikan bazi metabolik hastaliklarin, 6rnegi HI/HA sendromu,
tedavisinde ya da tedaviye yardimei olmasi i¢in kullanilabilecegi ve ileri calismalarla daha da

aydinlatilabilecegi sdylenebilir.

GDH enziminin aktivitesi iizerine organik c¢oziiciilerin etkileri de incelenmis ancak
literatiirde bu konuyla ilgili ¢ok fazla ¢aligma olmadig tespit edilmistir. Munwar ve Engel’in
2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Halobacterium salinarum 'dan saflagtiritlmis GDH enzimi
tizerine bazi organik ¢oziiciilerin etkilerini incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda metanol,
etanol, aseton ve 2-propanoliin aktivite {izerine inhibisyon etkisinin oldugunu, DMSO’nun ise
aktivite ilizerine etki etmedigini bulmuslardir. Bu g¢alismada deney hacmi igindeki organik
¢ozlici hacminin %10 olarak tutmuslar ve aktiviteye 72 saat sonra bakarak
degerlendirmislerdir. Bu kosullardan sonra GDH enziminin metanol, etanol, aseton ve 2-
propanol i¢in % aktivitelerini sirasiyla 74, 34, 38 ve 33 olarak bulmuslardir (Munwar ve Engel,
2012). Geotrichum candidum’dan saflastirilmis olan GDH enzimi {izerine baz1 ¢oziiciilerin
etkilerine bakilmis ve metanol, etanol, 1-propanol, n-biitanol ve izobiitanoliin aktivite iizerine
bir etkisi olmadigini, hekzanol ve isoamil alkoliin ise GDH aktivitesini inhibe ettikleri
bulunmustur (Zhu ve dig., 2017). Calismamizda DMSO, etanol, metanol, n-propanol, n-
biitanol, eter, hekzan, siklohekzanon ve asetonun GDH aktivitesi iizerine etkisi incelenmis ve
aktiviteleri sirasiyla %73.10, %83.81, %82.86, %17.38, %64.76, %79.40, %96.00, %30.80 ve

%81.45 oraninda oldugu bulundu. Denemesi yapilan tim ¢oziiclilerin GDH enziminin



110

aktivitesini diigiiriicii yonde etki ettigi tespit edildi. En yiiksek inhibisyona neden olan

¢oziiciilerin n-propanol ve siklohekzanon oldugu bulunmustur.

Sonug¢ olarak; GDH enzimi gokkusagu alabalik karacigerinden ilk defa tek basamakta 2',
5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilmigtir. Tek basamakta GDH
enzimi 5.83 U/mg protein spesifik aktiviteyle, 171 kat saflastirildi. Saflastirilan enzim igin
karakterizasyon islemleri yapildi. Yapilan deneyler sonucunda optimum pH’1 8.0, optimum
iyonik siddeti 100 mM K-fosfat tamponu pH 7.4, optimum sicakliginin 40°C’¢ ve depo
kararliliginin -80°C’e oldugu bulundu. Saflastirilan enzimin substratlarinin ve koenzimlerinin
Km-Vmax degerleri aragtirilmigtir. NAD*, NADH, NADP*, NADPH, glutamat, a-ketoglutarat
icin Km degerleri sirasiyla 1.86; 2.98; 2.17; 6.25; 15.15, 4.82 mM ve NH4" i¢in 1.73 M olarak
bulundu. Vmax degerleri ise arastirilmistir. NAD*, NADH, NADP*, NADPH, NH4*, glutamat
ve a-ketoglutarat igin Vmax degerleri sirasiyla 0.11; 0.44; 0.05; 0.43; 1.79; 0.12 ve 0.42 U/mL
olarak bulundu. Aktivite iizerine Na*, Li*, Ag*, Cu?*, Zn?*, Ni?*, Fe?*, Mn?*, Co?*, Mg?*, Ca?*,
Fe3*, Cr®* ve V** iyonlarinin etkisi incelendi. Bu inceleme sonucunda Ag*, Cu?*, Zn?*, Ni%*,
Fe?*, Mn?*, Co?*, Mg?*, Fe®" ve Cr3" iyonlarinin inhibisyon etkisi oldugu, Ca?* ve V** iyonunun
ise aktivasyon etkisi oldugu ve Na* ve Li* iyonlarinin aktivite tizerine etkisi olmadig1 bulundu.
Ag', Cu?*, Zn?*, Ni?*, Fe?*, Mn?*, Co?*, Mg?", Fe** ve Cr3* iyonlarmin ICso degerleri sirasi ile
8.65 uM; 25.85 uM; 54.98 uM; 0.43 mM; 2.33 mM; 2.72 mM; 2.73 mM; 124.82 mM; 2.86
mM ve 4.27 mM olarak bulundu. Inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlarinin inhibisyon tiirleri
ve K; sabitleri belirlendi. K sabitleri sirasiyla 1.72 pM; 9.21 uM; 20.24 uM; 0.01 mM; 1.98
mM; 0.83 mM; 2.93 mM; 125.08 mM; 2.86 mM ve 4.27 mM olarak hesaplandi. Saflastirilan
GDH enzimi iizerine vitaminlerin etkisi incelendi ve B1, Bs ve U vitaminlerinin inhibisyon
etkisi oldugu, Bz vitaminin aktivasyon etkisi oldugu ve Bz ile C vitaminlerinin ise GDH
enziminin aktivitesinin {izerine herhangi bir etkisi olmadig1 bulundu. B1, B ve U vitamini i¢i
ICso degerleri sirast ile 0.77; 1.58; 8.12 mM olarak bulundu ve inhibisyon tiirleri belirlenip Ki
sabitleri 0.44 mM; 0.85 mM; 5.02 mM olarak hesaplandi. Bazi organik ¢oziiciilerin GDH enzim
aktivitesi tizerine etkileri incelendi. DMSO, metanol, etanol, n-propanol, n-biitanol, eter,
aseton, hekzan ve siklo hekzanon i¢in %aktivite degerleri sirasiyla 73.10; 82.86; 83.81; 17.38;
64.76; 79.40; 81.45; 96.00 ve 30.80 olarak bulundu. Tablo 5.1’de yapilan tiim deneylere ait

sonuglar verilmistir.
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Tablo 5.1: Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enzimi i¢in bulunan
karakterizasyon sonuglar1, ICso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tiirleri.

Alt birim molekiil kiitlesi

c Toplam molekiil kiitlesi 346.74kDa
o
2 Altbirim molekil kiitlesi 53.71 kDa
N Optimum pH 8.0
ﬁ Optimum iyonik siddet 100 mM
g Optimum sicaklik 40°C
X Depo kararliligi -80°C
Km Vmax
. NAD* 1.86 mM 0.11 U/mL
% E NADH+H" 2.98 mM 0.44 U/mL
= g NADP* 2.17mM 0.05 U/mL
EZ NADPH+H* 6.25 mM 0.43 U/mL
XE&  NHS 173 M 1.79 U/mL
L-Glutamat 15.15 mM 0.12 U/mL
a-Ketoglutarat 4.82 mM 0.42 U/mL
Metal ICso Ki Inhibisyon
Iyonu Tiri
- Ag’ 8.65 + 1.68 uM 1.72 £0.22 uM Yarismasiz
S Ccu® 28.85+0.85 uM 9.21 £0.93 uM Yar1 Yarismali
= Zn?* 54.98 £ 1.99 uM 2024 +2.23 uM  Yan Yarigmal
5 _ Ni2* 0.43 + 0.02 mM 0.01 £ 0.00 mM Yarismali
"2 k Fe* 2.33+0.02 mM 1.98 + 0.44 mM Yarigmali
= g Mn?* 2.72+0.19 mM 0.83+0.18 mM Miks
5z Co?* 2.73 £0.05 mM 2.93 £ 0.60 mM Miks
—g' S Mg?* 12482+ 14.16 mM 12558 £11.94mM  Yar Yarismali
e Fe® 2.86 +0.01 mM 0.45 £ 0.08 mM Miks
= cré* 4.27 +0.08 mM 471 +1.62 mM Yarismasiz
< Ca?* Aktivasyon SRS SIS
\Vau Aktivasyon Fkkk *kkk
Na* Etkisiz falaiaad Fkkk
Li* Etkisiz Fkkk folioled
Vitamin ICso Ki Inhibisyon
c - Tiiri
= g E Be vitamini 0.77 £ 0.04 mM 0.44 +0.04 Yarismasiz
€ .25 Buvitamini  1.57+0.07 mM 0.85 = 0.09 Miks
E= 2 Uvitamini  8.12+0.19mM 5.02 £ 0.63 Miks
-*;‘ £ G Bavitamini Aktivasyon falaleled falalaled
Bz vitamini Etkisiz FxKk Fkkk
C vitamini Etkisiz falakole falakolel
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Tablo 5.1 (Devam): Gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutamat dehidrojenaz enzimi
icin bulunan karakterizasyon sonuglari, ICso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tiirleri.

Coziicii % Aktivite Aktiviteye Etkisi
2 Aseton 81.45 Inhibisyon
Z5 Siklohekzanon 30.80 Inhibisyon
=g Hekzan 96 inhibisyon
= u Eter 79.40 Inhibisyon
g2 n-Biitanol 64.76 Inhibisyon
25 n-Propanol 17.38 Inhibisyon
= MetOH 82.86 inhibisyon
& EtOH 83.81 Inhibisyon

DMSO 73.10 Inhibisyon
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