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OZET

FARKLI SIGIR IRKLARINDAN ELDE EI)iLEN SPERM GLUTATYON
S-TRANSFERAZ ENZIMLERININ AGIR METALLERE KARSI
ILGISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
OZGE BOZKURT

BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KIiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. OKTAY ARSLAN)

BALIKESIR, EKiM - 2017

Son yillarda, endiistrilesmenin artmasiyla meydana gelen agir metaller,
cevre kirliliginin yani sira; lireme sistemi {izerine olan etkileri biiyiik bir saglik
sorunu haline gelmigtir. Caligmada, giiniimiizde artmakta olan agir metallerin,
Holstayn, Simental, Montofon sigir iwrklarinm spermlerinden elde edilen
Glutatyon S-transferaz (GST) (EC2.5.1.18) enzimleri iizerinde inhibisyon etkileri
arastirilmistir.

Arastirmamizda; Ag’, Cd*, Cu”, Ca**, Co™, Fe'?, Hg'?, Mn"?, Pb*?, Zn™
agir metallerinin sperm Glutatyon S-transferaz enzim aktiviteleri {izerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir. Calismamiz da Fe™, Simental sperm
Glutatyon S-transferaz tizerinde aktlvator etkisi gosterdlgl bulunmustur. Fe*
harlg aragtirmamizda kullanilan Ag" Cd™, ', Ca™ 2 Hg™, Mn", Pb*?,
Zn'"? séz konusu enzimleri mhlbe ettlgl bulunmu$tur Holstayn sperm Glutatyon
S-transferaz enzimi i¢in Cd*, Hg'* en giiclii inhibitorler olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER:glutatyon s-transferaz, agwr metal, sperm,
inhibisyon.



ABSTRACT

AFFINITY TO SOME HEAVY METALS OF SPERM GLUTATION S-
TRANSFERASE ENYZMES FROM DIFFERENT CATTLE BREEDS

MSC THESIS
OZGE BOZKURT
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

(SUPERVISOR:PROF.DR.OKTAY ARSLAN)
BALIKESIR, OCTOBER 2017

In recent year, increased level of heavy metals production by rising
industrialization causes not only enviromental pollution, but also a health
problem due to their effects on reproduction system. In this study, inhibitory
effects of heavy metals were investigated on sperm Glutation S-tansferase (GST,
EC 2.5.1.18) enzyme activity from Holstein, Simmentel, Brown Swiss cattle
breeds.

Our results showed that heavy metals including Ag’, Cd+2, Cu', Ca™,
Co'"?, Fe'?, Hg?, Mn"2 Pb*?, Zn"? have an inhibitory effect on sperm Glutation S-
tansferase enzyme activity. In this reseach, only Fe™ showed activatory effect on
Simmentel sGST. On the other hand, heavy metals used in this study including
Agh Cd™, Cu', Ca™, Co™, Hg, Mn'%, Pb™, Zn*? inhibited all of the enzymes
activity in question. It has been found that Cd*?, Hg" is the strongest inhibitor of
Holstein sperm Glutation S-tansferase enzyme.

KEYWORDS:glutathione s-transferase, heavy metal, sperm, inhibition.
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1. GIRIS

Canli organizmalar, gida maddeleri diginda birgok kimyasal bilesiklere maruz kalirlar.
Ksenobiyotik denilen bu kimyasallar, organizmay: etkileyerek birgok toksik etkiye sebep
olurlar. Bu maddelerden bir béliimiintin ise karsinojenik etkilere sahip oldugu bilinen bir
gergektir. Bu bilesiklerin canli organizmalar iizerindeki olusturdugu tehlike son yiizyilda ¢ok
daha fazla artmistir. Ozellikle bitkisel ve fungal kaynakli dogal toksinlerin yaninda yapay
bilesik enflasyonu, yasadigimiz bu giinlerde konunun 6nemini her gegen giin artirmaktadir [1].
Canli organizmalarda bu biiyiik tehdide karsi, miikemmel igleyen bir mekanizma insa
edilmigtir. Bu siire¢, yakalama, modifiye etme, baglama ve disar1 atma genel stratejisi ile
toksik kimyasal tiirlere karsi biyokimyasal koruma mekanizmasini kapsar. Ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonu denen bu siiregte birbiri ile senkronize ¢aligan enzim sistemleri dikkat
¢ekmektedir. Bu siiregte genel olarak ksenobiyotiklerin detoksifikasyon islemi gerceklesir.
Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ti¢ farkli fazda cereyan eder. Faz I ile ifade edilen bu
asamada, sitokrom P450 enzim sistemi ile apolar toksik bilesikler, oksidasyon basta olmak
tizere bir seri reaksiyonlar ile daha polar bilesiklere doniigtiiriiliir [2]. S&z konusu bilesiklerin,
hem organizmadan atilmasi kolaylasirken hem de ¢ogu durumda toksititesi diisiiriiliir. Ayni

zamanda faz II asamasi i¢in ilgili molekiillerde uygun bir fonksiyonel grup hazirlanir [3].

Faz Il enzimleri ise, Faz I ile aktiflestirilmis ksenobiyotiklerin, glutatyon, UDP-
glukouronik asit ve glisin bilesikleri arasindaki konjligasyon reaksiyonlarini katalizler. GST
tarafindan katalizlenen indirgenmis glutatyon ile ksenobiyotikler arasindaki konjugasyon
reaksiyonu Faz II de en temel siireglerden birisidir [4]. GST bir ¢ok niikleofilik aromatik
stibstitiisyon reaksiyonlari, ketonlara ve epoksitlere katilma reaksiyonlarini katalizler. Ayrica
GST, hidroperoksitlerin indirgeme reaksiyonlarini da katalizler. Ancak bu reaksiyon sonucu

glutatyon konjugati degil yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) olusur.

Suni tohumlama amaci ile spermlerin dondurulmasi uzun yillardan beri bilinen bir
gergektir. Ancak bu siiregte en 6nemli sorunlardan birisi reaktif oksijen tiirleri (ROS) artarken

antioksidant enzimlerin aktivitesi diismektedir. Sonug olarak oksidadif stres olusur. Sperm

1



hiicre memranlar1 diger hiicrelere gore daha fazla doymamis yag asidi rezidiisii icermeleri
nedeni ile oksidatif hasarlara karsi daha hassas oldugu bilinmektedir. Sperm hiicreleri bu
nedenle gii¢lii antioksidant sistem i¢ermektedir. Bu sistemde bir¢ok enzim antioksidant olarak
islev gérmektedir. Sperm hiicre membranina bagl glutatyon-S-transferaz (sGST), en Snemli
enzimlerden birisidir. Bu nedenle séz konusu enzimin aktivitesini etkileyen parametreler

fertilizasyon i¢in son derece énemlidir [5].

Diger yandan bir¢ok bilesik ve agir metal GST aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir.
Ozellikle agir metallerin, enzimin ii¢ boyutlu yapisini etkilemesi disinda ROS iiretiminin
baglica sorumlusu olmalar1 konunun 6nemini daha da artirmaktadir. Bu nedenle GST, bircok
farkli kaynaktan saflastirilmig ve aktivitesi lizerine agir metallerin etkisi incelenmistir. Ancak
agir metallerin sGST aktivitesini nasil etkiledigi konusunda herhangi bir bilgiye
rastlanmamigtir.  Fertilizasyon i¢in son derece dnemli olan sGST iizerinde agir metallerin

etkisinin bilinmesinin énemli olacagi kanaatindeyiz.

1.1 Glutatyon S — Transferaz Enzimi

Barnes ve ark. ile Brey tarafindan, 1959 yilinda glutatyon konjugatlarinin GST enzimi
tarafindan katalizlenen reaksiyonlarini gézlemledikleri goriilmuistiic. 1961 yilinda memelilerde
glutatyon s-transferazlar’in yapisi hakkinda ilk bilgiler, fare karacigerindeki glutatyonun
konjugasyonunun gozlenmesi iizerine ortaya ¢iknustir. Habig ve ark. tarafindan 1974 yilinda
GST ilk defa saflagtirilmistir [6]. Bir GST’nin ii¢ boyutlu yapisi ise 1991°de domuz
akcigerinden saflastirllan enzim {izerindeki yapilan ¢alismalar sonucu bulunmustur. 1992

yilinda GST plasentadan saflastirilmig ve ti¢ boyutlu yapisi incelenmistir [7] .

GST  izoenzimleri, farkli  yollarla  organizmaya giren  ksenebiyotiklerin
biyotransformasyonunda anahtar rol oynadigi bulunmustur [8]. Glutatyon ( glutamil sisteinil
glisin) glutamik asit, glisin ve sisteinden olusmus tripeptiddir. Glutatyon GSH olarak ifade
edilir; SH sisteinin siilfidril grubunu gésterir ve molekiil aligverisi yapan bdliimiidiir. GST,
glutatyon tiyol (-SH) gruplari ile ksenebiyotiklerin elektrofilik merkezine transfer reaksiyonunu
katalizler. ~GST arasidonat ve lineolat olmak iizere birgok doymamis yag asitlerinin

peroksidasyonuna karsi antioksidant aktivite gosterdigi bulunmustur (GSH-Px). Bu etki



sonucu GSH, GSSG’ye yiikseltgenir. Sz konusu reaksiyon glutatyon peroksidaz enzimi
tarafindan da katalizlendigi bilinmektedir. Bu nedenle glutatyon peroksidaz aktivitesi

’Selenyumdan bagimsiz peroksidaz aktivitesi’’ seklinde tanimlanir [9,10,6].

GST’nin peroksidaz aktivitesi organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda olduk¢a
onemlidir.  Clnkii diger peroksidaz aktivitelerine sahip enzimler genel olarak selenyum
igerirler. GST’nin hidrojen peroksit bilesiginden daha ziyade organik hidroperoksitlere karsi

ilgisi daha yiiksektir [11].

GST’ ler lipit hidroperoksitlere karsi Se—bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesini su

sekilde gosterirler [12].

GSH—P,
ROH +2GSH ——GSSG + ROH + H,0



1.1.1 GST’nin Yapisi

GST, hiicreyi ksenebiyotiklerin ve ROS’larin etkisinden koruyan ¢ok fonksiyonlu

polimorfik bir izoenzim ailesidir [13].

2 S—hexyl GSII

H ~-

N

-

\
LY MES

Sekil 1.1: GST Pi enziminin ii¢ boyutlu yapisi [13].

Bu enzimler, canli organizmalarda heterodimer veya homodimerik yapilarda bulunur
[2]. Alt birimlerinin molekiil agirligi 23-27 kDa arasinda degisirken, izoelektrik noktalar: 4.8-
4.9 degerleri arasinda oldugu bulunmusgtur. Alt birimleri yaklagik 200 ile 240 aminoasit
rezidiisii igerirler [14]. GST’nin ti¢ boyutlu yapisinda en dikkat ¢eken 6zellik 2 farkli domaine
sahip olmasidir [10]. Bu domainlerden biri 3 a-heliks ve 1 B-kirmali tabaka yapisinda
diizenlenmis olan 80 aminoasit rezidiisiiniin olusturdugu GSH baglanma bé&lgesidir (G bolgesi).
Diger domain ise N- terminal bdlgede olusan hidrofobik elektrofil bilesiklerin baglanmasi igin
spesifik bir bélgedir (H-bolgesi). Bunun diginda kalan 5 ve 6 heliks yapilari karboksil terminal
bélgeyi olusturur (C terminal) [2,15].



|
|

Sekil 1.2: Dimerik GST molekiiliiniin iki aktif bolgesinin sematik gdsterimi.

GST, cok substrath enzim &zelligi gosterir. Bir enzim molekiiliinii olusturan her iki alt

birim aktif merkezinde iki farkli islevsel bolge bulunmaktadir [8].

Sekil 1.3: GST’ n yapisi [8].

GST birgok hidrofobik substratlarin H bolgesine baglanabildigi igin ¢ok substratl

enzim olarak tanimlanir [8]. GST enziminin {i¢ boyutlu yapist Sekil 1.3’de gosterilmistir.
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1.1.2 GST Enziminin Dagilim

GST enzimi dogada kabuklular, solucanlar, kurbagalar, bocekler, baliklar, kuglar, maya,

bakteriler ve memelilerde bulunur. Ama en ¢ok da insanlarda ve siganlarda ¢aligilmistir [16].

Genel olarak 3 sitozolik ve birde mikrozomal olmak iizere 4 ana gruba ayrilirlar.
Ancak; enzimin en ¢ok bulunan formlari, hetero veya homodimerik yapida olan sitoplazmik

GST’lerdir [17].

GST genlerince kodlanan GST enzimleri birgok gevre kirletici kimyasallarin ve dogal
olarak meydana gelen ¢ok sayida toksik metebolitin detoksifikasyonundan sorumlu oldugu icin

bakteriler dahil hemen hemen tiim canlilarda bulunur [18].

GST enzimleri, sitozolik ve membrana bagli olarak iki grupta incelenmektedir.
Omurgalilarda yedi simiftan meydana gelen sitozolik GST tespit edilmistir: zeta (C) , theta, pi
(m), sigma (o), kappa (x), alfa (a) ve mii (n). Bu siniflama isleminde en 6nemli kriter yapisal
farkliliklardir. Ayrica tiirlere gore 6zel siniflandirmalarda yapilmigtir. Bir sinif iginde bulunan

farkli GST’ler en az % 40, siniflar arasi en az % 30 aminoasit benzerlikleri gosterirler [14, 7].

GSTMI1 mii (p) sinufinda yer almaktadir. Kromozom 1pl3, 3° de yer alir. Beyin,
adrenal, bobrek, akciger ve karacigerde ekspre edilir [14]. GSTMI1’mn null ve yabanil tipi
olmak tizere iki genotipi bulunmaktadir. Null tipinde gen delesyonu bulunmasi sebebiyle bu
tipe sahip allel proteini {irlinii vermez [19]. Null tipi iilkemizde % 55-61 oranda gériiliirken

cesitli popiilasyonlarda % 50-74 siklikta goriildiigii rapor edilmistir [19].

GSTTI theta (8) siufinda goriilmektedir ve 22q11.23’de lokalizedir. Ince bagirsak,
bobrek, karaciger, prostat, beyin ve akcigerde ekspresse olur. GSTT1 DNA, etilen oksit ve
okside lipitleri substrat olarak kullanir [20]. GSTTI’inde null ve yabanil tipi olmak {izere
allelleri vardir. Null genotipi popiilasyonda % 25-47’dir [21, 22]. Null tipinde gen delesyonu

olup protein tiriinii bulunmamaktadir.

GSTP1 pi (n) siifinda bulunmakta ve kromozom 11p13.3"de lokalizedir. Pankreas,
testis, beyin, akciger ve kalpte bulunmaktadir. DNA oksidasyonundan olusmus baz
profenolleri (adenin, prefenol, timin) benzofenantren, benzoprin, lipit ve DNA oksidasyon
triinlerini detoksifiye eder [14]. GSTPI’in dort alleli vardir ve bunlar 105 ve 114°deki

aminoasitlerin farkhiliklarina gore adlandirilirlar [14]. 114. aminoasitte sitozin yerine timin



oldugu zaman {riin alaninin yerine valin olur, fakat bu 114. aminoasit katalitik bélgede
bulunmadigr i¢in detoksifikasyonda dnemi bulunmamaktadir [23]. Katalitik bslgede bulunan
aminoasit ise 105. aminoasittir [19]. 105. aminoasiti kodlayan adeninin guanin olmasi
nedeniyle iiriin izoldsin yerine valin olur [21]. Bu degisimlerin enzim fonksiyonu iizerine

cesitli etkileri bulunmaktadir [24, 25].

GST aktivitesi insanlarin tiim dokularinda bulunmaktadir. Siganlarda yapilmis olan
¢alismalarda bir¢cok dokuda ¢GST’lerin bulunmamasiyla birlikte en yiiksek konsantrasyonlari
karaciger ve testislerde tespit edilmistir. c¢GST’lerin seviyeleri iizerinde bir¢ok enzim
indiikleyicisinin azda olsa kiigiik arttiric1 etkileri bulunmaktadir. Ornek olarak fenobarbital,
benzo(a)piren ve etanol gibi. Her bir dokuda, dokuya spesifik GST izoenzim grubu mevcuttur
ve cesitli izoenzimler farkli miktarlarda ifade edilmektedir. Herhangi bir dokudaki hiicre
tiplerinde GST alt tinite profilleri ozellikle gelisme déneminde degisebilmektedir. Ornek
olarak sican ve insanlar fetal hepatositlerinde GSTP1-1 oldukga yiiksek seviyede ifade

edilebilirken yetiskin hepatositlerinde normal olarak bile ifade edilememektedir.

Suni tohumlama hayvan yetistiriciliginde yillardan beri uygulanan bir yontemdir [26].
Bu sekilde, cinsel yollardan bulasan birgok hastaligi 6nledigi gibi genetik iyilestirmeler i¢inde

son derece kullaniglt bir yéntemdir. Bu konuda litaratiirde birgok ¢aligma mevcuttur [27].

Bu amagla sperm dondurma isleminde antioksidant kapasitesi diigtiigii gibi ROS
miktarlarida nemli l¢tide artmaktadir [28]. Bunun disinda sperm hiicreleri oksidatif stresle
karsi karsrya kalir. Ancak sperm hiicre membranina bagli GST enziminin varlii olduk¢a
dikkat ¢ekicidir [29]. Sz konusu enzim birgok kaynaktan saflastirilnus ve bazi dzellikleri
incelenmistir [30, 31, 32, 33].

1.1.3 GST’mn Fizyolojik Onemi

Ksenebiyotiklerin transformasyonunda GST aktivitesi Faz II asamasinda anahtar role
sahiptir. S6z konusu enzim bdliim 1.1.1°de belirtildigi gibi iki farkli domain ile GSH ve

hidrofobik yapiya sahip elektrofilik substratlarla kongugasyon reaksiyonunu katalizler.



Reaksiyon sonucu olusan glutatyon konjiigatinin polaritesi arttigi gibi genel olarak toksititesi

de diiser. Bu sekilde s6z konusu hidrofobik ksenebiyotik organizmadan uzaklastirilir.

Cevre kirliliginin her gegen glin arttii giiniimiizde besin zinciri ile alinan
ksenebiyotiklerin bu sekilde etkisiz hale getirilmesi birgok hastaliga karsi organizmanin en
6nemli diren¢ noktasidir. Enzimin bu aktivitesi ile birgok ilacin organizmadan
uzaklagtirilmasinda hayati oneme sahiptir. Bu nedenle GST’nin ilag metabolizmasinda da

onemli fizyolojik fonksiyona sahip oldugu séylenebilir.

GST’nin bir diger dnemli fizyolojik fonksiyonu antioksidant aktivitesidir. S6z konusu
enzim birgok organik peroksitlerin parcalanma reaksiyonunu katalizler. Diger peroksitler gibi
selenyum bagimli olmamasi son derece 6nemlidir. Enzimin selenyum bagimsiz bu antioksidant
aktivitesi, birgok organizmay: oksidatif strese karsi korumada hayati 6neme sahiptir. Ancak,
bu aktivite sonucu GSH, GSSG’ ye doniisiir [34]. ROS’lar hemen hemen her organizmada
olusur ve canl igin en biilyiik tehditlerden birisidir [35]. Bu bilesikler bir¢ok hiicre
membranindaki lipitlerin peroksidasyonunu gergeklestirirler. Ayrica, ¢ok sayida biyomolekiiliin
oksidasyonundan sorumludur. GST, ROS’larin olusturdugu birgok organik peroksidini

pargalamasi son derece Snemlidir.

GST aym zamanda biyolojik olarak 6nemli birgok molekiiliin izomerizasyonunda da
onemli role sahiptir. Transferaz aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile cis-trans izomerlesme
reaksiyonlarini katalizledigi gibi polisiklik molekiiller i¢inde bulunan ¢ift baglarin pozisyonunu
da degistirebilir. En 6nemli &rneklerden birisi 13-cis-refinoik asitin trans-refinoik asite
ddniismesi sonucu reseptore karsi s6z konusu bilegidin afinitesini arttirir. Ayrica, GST soz
konusu aktivitesi ile tirozin metabolizmasinda da &nemli role sahip oldugu tespit edilmistir [36,

37, 38].



1.2 Glutatyon S — Transferaz Substratlar

GST boliim 1.1.1°de belirtildigi gibi bir¢ok hidrofobik substratlara GSH’n transfer
reaksiyonunu katalizler. Bu bilesikler organizmaya zarar verebilen hidrofobik karaktere sahip
¢ok sayida bilesiklerdir. S6z konusu bilesikler arasinda aflotoksin B1= 8,9-epoksit,

benzilizotiyosiyanat, dibrometan, melailasetoasetat ve o- kinon en 6nemli Srekler arasindadir.
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Sekil 1.4: 1- Aflotoksin B1= 8,9-epoksit, 2- Benzilizotiyosiyanat, 3-Dibrometan,

4- Melailasetoasetat ve 5- O- kinon.



GST’ nin 6nemli reaksiyonlarindan birisi de 1-kloro 2,4- dinitrobenzen (CDNB) ile GSH
arasindaki konjugasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyon aym zamanda GST aktivitesi

belirlenmesinde yillardan beri kullanilmaktadir.

GST substratlari, GST’lerin karakterizasyonu igin bir ara¢ gorevi iistlenirler. GST’ler
i¢in substrat gorevi yapan bir baska madde ise 2-kloro-5 nitro benzonitrilin olarak bulunmustur.
GSTTI1 igin diger spesifik substratlar ise metilbromiir, etilen oksit, diklorometan ve p-
nitrobenzildir. Diklorometan temizlik maddelerinde, sogutucularda ve boyalarda ¢éziicii olarak
kullanilabilen dnemli bir endiistriyel bilesiktir. Farelerde bu bilesigin GSH konjugasyonuyla

aktive edilerek karaciger ve akciger kanserlerine neden oldugu belirtilmistir [2].

G
Cl S/
NO, NO,
GST

+ GH —> + HC

NO, NO,

Sekil 1.5: GST substrati (CDNB).

1.3 Glutatyon S-Transferaz Fonksiyonu ve Zehirsizlestirme Mekanizmasi

Faz I ile ifade edilen bu agsamada, sitokrom P450 enzim sistemi ile apolar toksik
bilesikler, oksidasyon basta olmak tzere bir seri reaksiyon ile daha polar bilesiklere
dontistiiriiliir. S6z konusu bilesiklerin, hem organizmadan atilmasi kolaylagirken hem de ¢ogu
durumda toksititesi diigtiriiliir. Ayn1 zamanda faz II agamas: icin ilgili molekiillerde uygun bir

fonksiyonel grup hazirlamir [4].

Faz II enzimleri ise, Faz I ile aktiflestirilmis ksenobiyotiklerin, glutatyon, UDP-
glukouronik asit ve glisin bilesikler arasindaki konjiigasyon reaksiyonlarini katalizler. GST

tarafindan katalizlenen indirgenmis glutatyon ile ksenobiyotikler arasindaki konjugasyon
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reaksiyonu Faz II de en temel siireclerden birisidir. GST bir ¢ok niikleofilik aromatik

slibstitlisyon reaksiyonlarinin, ketonlara ve epoksitlere katilma reaksiyonlarini katalizler.

NTes
o pese

Faz 111 /

P—450l 02 Transport

OH
REPS
SS O s ook

Epoksit

OH
: H
Hldrolazl 20 e Fazll
Detoksifikasyon

OO P-450 g OO
—
L e
HO HO
OH OH

Fazl
Biyotransformasyon

Sekil 1.6: Biyotransformasyon mekanizmasinin sematik gosterimi [2].

Biyotransformasyonda gérev yapan enzimlerin aktiviteleri sirasindaki hasarlar enzimin
bloke olmasina neden olur ve toksik bilesikler de bu yiizden organizmaya zarar verir.
Ksenebiyotiklerin metabolizmasindaki Faz I ve Faz II reaksiyonlari, lipofilik ve non-polar bir
bilesigin, hiicreler tarafindan daha kolay elimine edilen suda ¢Oziiniir ve daha az toksik
metabolite dontigtimiinii icerir. Faz I reaksiyonlar1 sitokrom P450 sistemi tarafindan kataliz
edilir. Faz II ise glutatyon, enzimler, glisin, UDP — glukronik asit gibi endojen suda ¢oziiniir
maddelere indirgemek i¢in aktive edilmis olan ksenobiyotiklerin konjugasyonunu kataliz eder
[2]. GST enzimleri memelilerde ise Faz II zehirsizlestirme enzimleri olarak gorev yaparlar. Biz

GST tizerine agir metallerin etkisini ¢alistik.
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1.4 Agir Metallerin Toksititesi

Dogada bulunan bazi metaller belli bir doza kadar canli organizmanin yasamini
stirdiirebilmesi igin gereklidir [39]. Metal iyonlarinin biiyiik bir kismi birgok enzimin aktivitesi
i¢in gereklidir. Bu nedenle, bu metaller biyokimyasal olaylarin yiiriitiilebilmesini saglayan
temel elementlerdir [40]. Bunlarin biyolojik fonksiyonlari olmadigi gibi su ortaminda belirli

limitlerin disina ¢iktig1 zaman toksik etki yapip organizmanin canliliina son verebilirler [41].

Metalleri, insanlar ¢ok eski zamanlardan beri isleyip kullanmaktadirlar [42]. Bu
faaliyetler sonucunda metaller dogal halleri disinda degisik formlarda dogaya yayilmaya
baslamiglardir [43]. Bu metallerin dogal kaynaklardan, erozyon, volkanik ve jeolojik
faaliyetler, insan faaliyetleri veya yanginlar sonucunda; evsel atiklar, maden arama, isleme,
endiistriyel atiklar ve tarimsal faaliyetler ile derisimleri artar. Agir metallerin bu sekilde gesitli
kaynaklardan c¢evreye yayilmas:t nedeniyle ¢evre kirliligi ve zehirlenmeler meydana
gelmektedir. Agir metal kirliliginden kaynaklanan ilk zehirlenme tanisi Japonya’da ortaya
¢tkmistir [39]. Herhangi bir metale agir metal tanmimi koyulabilmesi igin fiziksel &zellikleri

agisindan yogunlugu 5 g/cm”’ten daha yiiksek olmasi gerekir.

Agir metallerde toksik madde icerenler, 6zellikle ¢inko (Zn), nikel (Ni), kursun (Pb) ve
bakir (Cu) toprak yiizeyine yiiksek konsantrasyonda lagim suyu igeren sulu ¢amur birakirlar,
bunlar gida zincirine tagimabilir, toksititesi yiiksek oldugundan dolayi, hayvan ve insan saglig

ve liriin tiretimi tizerinde bir tehdit olusturabilir [44].

Agir metaller genel olarak dogrudan ve dolayl olmak tizere iki farkli yolla toksik etki
gosterirler. Cogu agir metal enzimlerin tiyol gruplariyla yada baska bélgeleriyle etkileserek
onlarin aktivitelerini &nemli 6lciide degistirirler. Bu nedenle agir metallerin bir¢ok enzim
tizerinde etkileri arastirilmistir [45]. Bu enzimlerin bir kisminin DNA, RNA ve protein
sentezinde rol almasi konunun 6nemini daha da arttirmaktadir [46]. Ayrica, bazi metaller hiicre

icine girerek hiicrenin biitiinltigiine Snemli zararlar verirler [43].

Agir metaller, metallerin reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesinde 6nemli derecede
sorumludurlar. Bu olay metallerin dogrudan toksititesinin bir sonucudur. Ozellikle gecis
metalleri; molekiiler oksijene elektron transfer ederek séz konusu ROS’ lan olustururlar, ROS’
larin canli organizmaya verdigi hasar géz 6niine alindiginda agir metallerin dogrudan etkisinin

Onemi daha net ortaya ¢ikmuistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyaller

2.1.1 Arastirmada Kullanilan Sigir Spermlerinin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada kullanilan Holstayn, Montofon ve Simental sidir irklarina ait sperm
drnekleri, Balikesir Damizlik Sigir Yetistiriciligi Birliginden temin edilmistir. Arastirma

laboratuvarimiza stvi azot igerisinde dondurulmus halde getirilmistir.

2.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.L- Glutatyon (Sigma-Aldrich)

2. 1-kloro, 2, 4-dinitrobenzen (CDNB) (Sigma-Aldrich)
3. Fosfat tamponu (Sigma-Aldrich)

4. GST enzimi (Sigma-Aldrich)

5. Civa (I) kloriir (HgCl)

6. Giimiis (I) klortir (AgCl)

7. Kadminyum kloriir hidrat (CdCl, H,0)

8. Bakur (II) siilfat pentahidrat (CuSQ4. 5H,0)

9. Kalsiyum (II) kloriir (CaCl,)

10. Kursun (II) nitrat (Pb(NO3),)
13



11. Cinko nitrat heksahidrat (N,OsZn. 6H,0)

12. Kobalt (II) kloriir heksahidrat (CoCl,.6H,0)

13. Magnezyum (II) kloriir (MnCly)

14. Demir (II) kloriir (FeCls)

2.1.3 Calismada Kullanilan Cihazlar

1. Hassas Terazi

2. Manyetik Karistirici

3. pH metre

4. UV- Spektrofotometre

5. Otomatik pipetler

6. 96° lik kiivet

Precisa XB220A

Wise Stir MSH-20A

Hanna pH 221 Microprocessor
Biotek Power Wave XS
Thermo ve Eppendorf

Hellma

2.1.4 Arastirmada Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlamislar

1. 0,2M L-Glutatyonun Hazirlamisi: 0,1 g L-Glutatyon alinarak bir miktar saf suda

¢oziiliir ve toplam hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlanir.

2. 0,1 M CDNB’ in Hazirlamsi: 0,51 g 1-kloro,2, 4-dinitrobenzen (CDNB) alinarak bir

miktar etenol iginde hafif siyla beraber ¢oziilir ve toplam hacim etenol ile 25 mL‘ye

tamamlanir.

3. Kontrol Grubunun Hazirlamisi: 196 ml fosfat tampon, 2 pL L-Glutatyon, 2 pL 1-
kloro, 2,4-dinitrobenzen (CDNB) almarak toplam hacmi 200 pL’ye tamamlantr.

4. 0,01 M HgCP’ iin Hazirlamsi: 0,069 g HgCl alinarak bir miktar saf suda ¢oziiniir ve

toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanir.
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5. 0,01 M AgCP’ iin Hazirlamisi: 0,036 g AgCl alinarak bir miktar saf suda ¢oziiniir ve

toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanir.

6. 0,01 M CdCl;. H;O’ m Hazirlanisi: 0,032 g CdCl, H,O alinarak bir miktar saf suda

¢dziiniir ve toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanur.

7. 0,01 M CuSOy4. SH,0’ in Hazirlamisi: 0,062 g CuSOy. 5H,0 alinarak bir miktar saf

suda ¢6ziiniir ve toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanir.

8. 0,01 M CaCly’ iin Hazirlamisi: 0,028 g CaCl, alinarak bir miktar saf suda ¢ziiniir

ve toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanir.

9. 0,01 M Pb(NO3);’ m Hazirlamisi: 0,083 g Pb(NOs), alinarak bir miktar saf suda

¢dziliniir ve toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanir.

10. 0,01 M N;O¢Zn. 6H,0’ in Hazirlanisi: 0,074 g N,O¢Zn. 6H,0 alinarak bir miktar

saf suda ¢dziiniir ve toplam hacmi saf su ile 25 mL’yetamamlanir.

11. 0,01 M CoCl;, 6H;O0’ i Hazirlanisi: 0,060 g CoCl,, 6H,0 alinarak bir miktar saf

suda ¢dziiniir ve toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanur.

12. 0,01 M MnCl,’ iin Hazirlamise: 0,040 g MnCl alinarak bir miktar saf suda ¢oziiniir

ve toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanir.

13. 0,01 M FeCl,’ iin Hazirlanisi: 0,041 g FeCl, alinarak bir miktar saf suda ¢dziiniir ve

toplam hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanir.
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2.2 METOD

2.2.1 Glutatyon S-Transferaz Enzimin AKktivitesinin Belirlenmesi

Arastirmamizda, GST aktivitesi, 1-kloro 2,4 — dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyon
arasindaki kongugasyon reaksiyon hizi §lgiilerek spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu
amagla, 180 pl fosfat tamponu (tampon), 7 pl L-Glutatyon (indirgenmis glutatyon), 3 ul CDNB
(substrat) konuldu.10 pl sperm &rnegdi (enzim) reaksiyon ortamina ilave edildikten sonra 340

nm’ deki absorbanstaki artis spektrofotometrik olarak kaydedildi.

2.2.2 1CspDegerlerinin Belirlenmesi

Holstayn, Simental ve Montofon irklarina ait sperm Srneklerine agir metallerin ilgisini
bulmak i¢in optimum sartlarda GST substrati olan, CDNB sabit konsantrasyonunda calisarak
ICso degerleri bulundu. Ilk olarak inhibitdrsiiz enzim aktivitesi tayin edildi. Bu deger ICsg
degeri hesaplamasinda kontrol olarak kullanildi. Daha sonra arastirmamizda kullanilan tiim
agir metallerin 5 farkli konsantrasyonda enzim aktiviteleri tayini yapilmistir. S&z konusu
¢alisma Montofon, Holstayn, Simental enzimleri igin tekrarlanmustir. Elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I]x uM grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden
yararlanilarak her bir agir metalin, holstayn, simental, montofon siZir irklari iizerindeki

inhibisyon etkileri igin ICsy degerleri hesaplandi.

16



2.2.2.1 Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivetisinin Hesaplanmasi

Glutatyon S-Transferaz enzim aktivitesi hesaplanirken agagidaki formiilden

yararlanilmistir.

. AAz40 XV i -
Ornekteki enzim tinitesi(pmol/ml.dk)= 240 kiivet hacmi

EmM XV enzim

Denklem 2.1: GST enzim aktivitesi hesaplama formiili.

AAjz40= Birim zamandaki (dakikadaki) absorbans farki

Vkavet hacmi= Reaksiyon karisiminin toplam kiivet hacmi (mL)
V Enzim= Reaksiyona katilan 6rnek (enzim) hacmi (mL)

Emm = Absorbsiyon katsayis1 ( mM’ Tem! )

17



3. BULGULAR

Bu ¢alismada; insan aktiviteleri, endiistiriyel tilketim ve maden cevheri olarak kullanilan on
farkli agir metalin ** in vitro “’ kosullarda 3 farkli sigir irki glutatyon s-transferaz enzimi iizerindeki

inhibisyon etkileri belirlenmistir.

18
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3.1 Bazi Sigir Irklarinin Sperm GST’ leri Uzerine Hg”’nm Etkisinin Belirlenmesi

3.1.1 Hg"™nm Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Hg"* nin holstayn sigir ikt GST enzim aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.1°de gosterilmistir. Sekil 3.1°de goriildigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Hg™*nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.1°de belirlenen inhibisyon grafiginde 1Csy degeri 1.77 mM olarak hesaplanmistir.

120 - [hsGST ]

100
80

60

% Aktivite

40

20

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Hg*2 ]xmM

Sekil 3.1:Hg**’nin hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.1.2 Hg™nim Simental Sperm GST iizerine Etkisi

Hg'*”nin simental sifir wki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.1’de gosterilmigtir. Sekil 3.2°de
gbriildiigi gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima eklenen Hg*z’mn
lineer bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.2°de belirlenen inhibisyon grafiginde 1Cs

degeri 0.72 mM olarak hesaplanmistir.

120 4 ssGST

100

80

60

%Aktivite

40 -

20 4

0 T T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Hg*2]xmM

Sekil 3.2:Hg**’nin, ssGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.1.3 Hg™nin Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Hg'”nin montofon sigir ki GST enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.1’de gosterilmistir. Sekil 3.3’de
goriildiigii gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Hg**'nin
lineer bir etkisi oldugu tespit edilmigtir. $ekil 3.3°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICs

degeri 1.94 mM olarak hesaplanmuisgtir.

[MsGST]

120
100
80
60

%Aktivite

40

20 +

0 0,5 1 1,5 2 2.5 3
[Hg*3]xmM

Sekil 3.3: Hg"*’nin, msGST tizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.2 Bazi Sigir Irklarinin Sperm GST’ leri Uzerine Ag”’nin Etkisinin Belirlenmesi

3.2.1 Ag”’min Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Ag”’nin holstayn sigir irki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.2°de gosterilmistir. Sekil 3.4°de goriildigi gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karigima, eklenen Ag*’nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.4°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 4.13 mM olarak hesaplanmistir.

hsGST

120
100
80
60

%Aktivite

40

20

[Ag+]xuM

Sekil 3.4:Ag"'nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.2.2 Ag"”nin Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Ag"’nin simental sigir irki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.2°de gosterilmistir. Sekil 3.5°de gorildigi gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Ag“’nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.5’de belirlenen inhibisyon grafiginde 1Csg degeri 0.83 mM olarak hesaplanmistir.

120 -

[ssGST]

100

80

60

Y%Aktivite

40

20

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Ag*]xmM

Sekil 3.5: Ag*’nin, ssGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.2.3  Ag”nm Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Ag"’nin montofon sigir irk1 GST enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.2’de gosterilmistir. Sekil 3.6’da goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karigima, eklenen Ag™nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.6’da belirlenen inhibisyon grafiginde 1Csq degeri 3.7 ImM olarak hesaplanmistir.

msGST

120
100
80
60

%Aktivite

40
20

[Ag+]xmM

Sekil 3.6:Ag"’ nin, msGST lizerindeki inhibisyon etkisi.

26



Le

20°0 S00°0 €T SLT
€0°0 800°0 ST LT
00 1100 I L € 01 uojoluo 8L1T
S0°0 #10°0 S0 6L1
60°0 ¥20°0 0 081
200 €00°0 ST SLT
z0°0 S00°0 S LLT
v1°0 9€0°0 1 L € 01 [ejuomIS 8LT
v1°0 8€0°0 S0 6L1
91°0 €700 0 081
€0°0 800°0 g SLT
20°0 ¥00°0 T 9LT
S0°0 Z10°0 ST i € 01 ukRIS[O] LLT
S0°0 €10°0 S0 6L1
z10 1€0°0 0 08T

Crpru (wu gpg) ()

/jowrrl) DRy NUOASRN)UBSUOY] () (1) () DI ()
(0@ sueqlosqy 10yqryuy uokyeIn|H- L e augig uodwef,

¥ unensqng wizuy
APARNY (aov) DPR2ANY

"SI0 UOASBATIE/UOASIGIYUI SPULIAZN TWIZUS [ SO D{EPULIEUI JIFIS [PIR) ‘UNUNuOoAT PO € € 0IqEL,




3.3 Bazi Sigir Irklarinin Sperm GST’ leri Uzerine Cd"? nin Etkisinin Belirlenmesi

33.1 Cd?¥nm Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Cd*™ nin holstayn sigir irki GST enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.3’de goOsterilmistir. Sekil 3.7°de goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Cd** nn lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.7"de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsgdegeri 0.67 mM olarak hesaplanmistir.

[hsGST]

120

100 l
Q 80 1
£
£ 60 -
* 40 A * ®

20 -

L 2
O T T B T L]
0 0,5 4 15 2 2,5 3
[Cd*2]xmM

Sekil 3.7: Cd** nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.3.2 Cd"*'nm Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Cd** ninsimental sigir irki GST enzim aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.

Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.3’de gosterilmistir. Sekil 3.8’de gorildiigii gibi enzim

aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karigima, eklenen Cd** mn lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.8"de belirlenen inhibisyon grafiginde 1Csg degeri 1.24 mM olarak hesaplanmuistir.

[ssGST]

120

100

%Aktivite
[=)] co
o o

S
o

N
o

. *
0 T T T 1] L] 1
0 0,5 1 1,5 2 25 3
[Cd*2]xmM

Sekil 3.8: Ccd*? nin, ssGST tizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.3.3 Cd™* nin Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Cd”  min montofon sigir ki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmigtir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.3’de gosterilmistir. Sekil 3.9°da goriildiigii
gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullarmlan karisima, eklenen Cd**" nin lineer bir etkisi

oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.9°da belirlenen inhibisyon grafiginde ICso degeri 0.85 mM olarak

hesaplanmustir.
[MsGST]
120
100 l
3 80 7
S
£ 60 - L 2
<
E T
20 A
0 T T 1 T 1 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Cd*?]xmM

Sekil 3.9: Cd** nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.4 Bazi Sigir Irklarmin Sperm GST? leri Uzerine Cu™ nin Etkisinin Belirlenmesi

341 Cu'” nm Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Cu*® nin holstayn sigur irki GST enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.4’de gosterilmistir. Sekil 3.10°da goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Cu** nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmigtir. ~ Sekil 3.10°da belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 0.77 mM olarak

hesaplanmistir.
[hsGST]
120
100 l
u 80 ~
s
£ 60 -
<
] 4
40 - ®
20 A
O T T T LI T L}
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Cu*2]xmM

Sekil 3.10: Cu** nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.4.2 Cu'™ mn Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Cu*® ninsimental sigir irki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.4’de gdsterilmistir. Sekil 3.11°de goruldiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Cu*® nin lineer bir etkisi oldugu tespit
edilmistir.  Sekil 3.11°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 1.94 mM olarak

hesaplanmustir.

120 -

[ssGST]

100

80

60

%Aktivite

40

20

O T T T T T 1
0 0,5

1,5
[Cu+2]xmM

Sekil 3.11: Cu** nin, ssGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.43 Cu™ nm Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Cu*®  nin montofon sigir wki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.4’de gosterilmistir. Sekil 3.12°de goriildiigii
gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Cu** nin lineer bir etkisi

oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.12°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICso degeri 0.95 mM olarak

hesaplanmustir.

[MsGST]

120
100
80
60

%Aktivite

40
20

0 0,5 1 15 2 2,5 3
[Cu*?]xmM

Sekil 3.12: Cu™® nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.5 Baz1 Sigar Irklarmm Sperm GST’ leri Uzerine Ca** nin Etkisinin Belirlenmesi

3.5.1 Ca'” min Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Ca** ninholstayn sigir irki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.5°da gosterilmistir. Sekil 3.13’de goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Ca** nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmigtir. ~ Sekil 3.13’de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 0.81 mM olarak

hesaplanmustir.

[hsGST]

120
100
80
60

%Aktivite

40
20

0 0,5 1 1,5 2 2,5

[Ca*2]xmM

Sekil 3.13: Ca*™ nuin, hsGST tizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.52 Ca™ nim Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Ca*? ninsimental sigir irki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.5°da gosterilmistir. Sekil 3.14’de goruldigi gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karigima, eklenen Ca™ nun lineer bir etkisi oldugu tespit
edilmigtir. ~ Sekil 3.14’de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 0.90 mM olarak

hesaplanmistir.

[ssGST]

120
100
80
60

%Aktivte

40

20

0 0,5 1 1,5 2 2,5
[Ca*?]xmM

Sekil 3.14: Ca™ nin, ssGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.5.3 Ca'™ nin Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Ca**  min montofon sigir ki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.6’da gosterilmistir. Sekil 3.15°de goriildigii
gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karigima, eklenen Ca** nm lineer bir etkisi

oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.15°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsgdegeri 1.70 mM olarak

hesaplanmustir.
[MsGST ]
120
100 l
@ 80 -
E W i
< *
R 40 -
L 2
20 A
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Ca*2]xmM

Sekil 3.15: Ca™ nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.6 Bazi Sigir Irklarinin Sperm GST’ leri Uzerine Pb*?'min Etkisinin Belirlenmesi

3.6.1 Pb*nm Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Pb** nin holstayn sigir irki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.6°de g@sterilmistir. Sekil 3.16°da goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullamilan karisima, eklenen Pb** nin lineer bir etkisi oldugu tespit
edilmistir. ~ Sekil 3.16°da belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 1.85 mM olarak

hesaplanmustir.

[hsGST]

120
100
80
60

%Aktivite

40
20

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Pb*2]xmM

Sekil 3.16: Pb** nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.6.2 Pb™ 'min Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Pb*?’ min simental sigir irk1 ve GST enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi

belirlenememistir.

3.6.3 Pb* min Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Pb*? nin montofon sigir irki GST enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.6°da gosterilmistir. Sekil 3.17°de goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Pb**min lineer bir etkisi oldugu tespit
edilmigtir. ~ Sekil 3.17°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 2.69 mM olarak

hesaplanmuistir.

120

100

80

60

%Aktivite

40

20

0 T L} T L] Ll 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3

[Pb*2]xmM

Sekil 3.17: Pb*? nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.7 Baz Sigir Irklarmmn Sperm GST’ leri Uzerine Zn'*? ‘mn Etkisinin Belirlenmesi

371 Zn™ ‘nm Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Zn* ? nin holstayn sigir wki GST enzim aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir.  Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.7°de gosterilmistir.  Sekil 3.18’de
goriildugii gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karigima, eklenen Zn** nin lineer

bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.18de belirlenen inhibisyon grafiginde 1Cs, degeri 0.67

mM olarak hesaplanmistir.

120 -

[hsGST]

100

80

60

%Aktivite

40

20

Sekil 3.18: Zn** nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.7.2 Zn** nin Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Zn'® nin simental sigir ki GST enzim aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmigstir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.7°de gosterilmigstir. Sekil 3.19’da
goriildiigii gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Zn* nin lineer
bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.19°da belirlenen inhibisyon grafiginde 1Csy degeri 2.10

mM olarak hesaplanmustir.

[ssGST]

120
100
80
60

%Aktivite

40

20

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Zn*Z]xmM

Sekil 3.19: Zn** nin, ssGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.7.3 Zn"*nmin Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Zn** nin montofon sigir wki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir.  Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.7°de gosterilmistir. Sekil 3.20°de
goriildiigii gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karigima, eklenen Zn** nin lineer
bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.20°de belirlenen inhibisyon grafiginde 1Csydegeri 0.56

mM olarak hesaplanmustir.

[MsGST]
120
100 l
& B0 4
.'E
£ 60 A
<
X 40 ¢
20 -
i *
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Zn*2]xmM

Sekil 3.20: Zn** nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.8 Bazi Sigir Irklarimin Sperm GST” leri Uzerine Co**’nin Etkisinin Belirlenmesi

3.8.1 Co™nn Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Co**nin holstayn sigir irkt GST enzim aktivitesi izerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.8’de g@sterilmigtir. Sekil 3.21°de goriildiigii gibi enzim

aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Co**

nin lineer bir etkisi oldugu tespit
edilmigtir. ~ Sekil 3.21°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 1.72 mM olarak

hesaplanmustir.

[hsGST]

120
100 l

Y%Aktivite

20 9 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Co*2]xmM

Sekil 3.21: Co*”nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.8.2 Co™mn Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Co™nmin simental sigir wki ve GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

belirlenememistir.

3.8.3 Co"nin Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Co™nin  montofon sigir ki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmigtir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.8"de gosterilmistir. Sekil 3.22°de gériildiigii

*2nin lineer bir etkisi

gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Co
oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.22"de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsodegeri 2.18 mM olarak

hesaplanmustir.

[MsGST]

120
100
80
60

%Aktivite

40

20 4

0 0,5 1 1.5 2 2,5 3
[Co*?]xmM

Sekil 3.22: Co**nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.9 Bazi Sigir Irklarinin Sperm GST’ leri Uzerine Mn**’nin Etkisinin Belirlenmesi

3.9.1 Mn"*nin Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Mn**nin holstayn sigir irki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.9’da gosterilmistir. Sekil 3.23’de goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Mn**nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmigtir. ~ Sekil 3.23’de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 0.80 mM olarak

hesaplanmustir.
[hsGST]
120
100 l
g 80 ~
2 e -
g *
40 -
&
20 A
O T T T ? 1
0 0,5 1 1,5 2 25
[Mn*3]xmM

Sekil 3.23: Mn**’nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.9.2 Mn'*nm Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Mn**nin simental siir irki GST enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.9°da gosterilmistir. Sekil 3.24°de goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Mn**’nin lineer bir etkisi oldugu tespit
edilmistir. ~ Sekil 3.24°de belirlenen inhibisyon grafiginde ICsy degeri 1.66 mM olarak

hesaplanmustir.

[ssGST]
120

100

80 - *
60 -

%Aktivite

40 -
20 -

O T T T T i 1
0 0,5 1 1,5 2 2.5 3

[Mn*2]xmM

Sekil 3.24: Mn**’nin, ssGST tizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.9.3 Mn"*’nin Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Mn'*nin montofon sigir wki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmigtir. Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.9°da gosterilmistir. Sekil 3.25"de goriildigi
gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Mn™*’nin lineer bir etkisi
oldugu tespit edilmistir. $ekil 3.25°de belirlenen inhibisyon grafiginde 1Cso degeri 2.34 mM olarak

hesaplanmustir.

[MsGST]

120
100
80
60

%Aktivite

40

20 -

0 0,5 1 15 2 2:5 3
[Mn*2]xmM

Sekil 3.25: Mn**’nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.10  Baz Sigir Irklarinim Sperm GST’ leri Uzerine Fe'* nin Etkisinin Belirlenmesi

3.10.1 Fe'*’ni Holstayn Sperm GST Uzerine Etkisi

Fe* *nin holstayn sigir irki GST enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.10°da gosterilmigtir. Sekil 3.26’da goriildiigii gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Fe' *nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. ~ Sekil 3.26’da belirlenen inhibisyon grafiginde 1Csp degeri 2.10 mM olarak

hesaplanmistir.
[hsGST]
120
100
y 80
>
£ 60
<
= 40
20 -
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Fe*2lxmM

Sekil 3.26: Fe** nin, hsGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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3.10.2 Fe”’nin Simental Sperm GST Uzerine Etkisi

Fe*?’nin simental sigir irki GST enzim aktivitesi tizerindeki aktivasyon etkisi belirlenmistir.
Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.10°da gosterilmistir. Sekil 3.27°de goriildiigli gibi enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Fe*” ’nin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.27°de belirlenen aktivasyon degeri 17.53 mM olarak hesaplanmistir.

[ssGST]

800 -
700
600
500
400
300
200
100

%Aktivite

2,5

[Fe*2]xmM

Sekil 3.27: Fe*? *nin, ssGST iizerindeki aktivasyon etkisi.
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3.10.3 Fe'*’min Montofon Sperm GST Uzerine Etkisi

Fe'> ’nin montofon sigir ki GST enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir.  Elde edilen deneysel bulgular, Tablo 3.10°da  gosterilmistir.  Sekil 3.28’de
goriildiigii gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan karisima, eklenen Fe™ *min lineer bir
etkisi oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.28’de belirlenen inhibisyon grafiginde I1Csq degeri 1.66 mM

olarak hesaplanmistir.

[msGST]

120
100
80
60

%Aktivite
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0 0,5 1 1.5 2 2.5 3
[Fe*2]xmM

Sekil 3.28: Fe** *nin, msGST iizerindeki inhibisyon etkisi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Memeli sperm hiicre membranlari, uzun zincirli doymamis yag asitlerini oldukea yiiksek oranda
Bu nedenle plazma membranmin lipit kompozisyonu fertilizasyon i¢in kritik 6neme sahiptir. Suni
tohumlama islemi bircok avantajindan dolayr yillarca uygulanan bir tekniktir. Bu teknikte
dondurulmus sperm hiicreleri kullanilmaktadir.  Giris bélimiinde belirtildigi gibi dondurma
isleminde ROS miktarinin arttig1 gibi spermin antioksidant aktivitesi diismektedir. Bunun dogal bir
sonucu olarak sperm hiicreleri biiyiik bir oksidatif strese maruz kalmaktadir. Oksidatif stresten en
cok etkilenen fertilizasyonda anahtar role sahip olan akrozom memranidir. Bu durumda akrozom

memranina bagl sGST enziminin aktivitesinin dnemi daha da artmaktadir.

Agir metal kirliligi, besin zinciri ile tiim canli organizmalara dagilabildigi i¢in diinya ¢apinda
biiyiik bir endise kaynagidir. Toprak ¢ogu agir metal i¢in biyokimyasal olarak aktif bir filtre
olmasina ragmen, kirliligin boyutu artt1ig1 zaman besin zinciri ile insana kadar ulasabilmektedir. Bu
konuda bircok arastirmalar yapilmig ve yapilmaya devam edilmektedir.  Ayrica hayvan
yemlerindeki agir metal igeriginin artmasi, sz konusu metallerin hayvanin tiim dokularina

yayilabildigini gdsteren ¢alismalar vardir [47].

Agir metaller, oksidasyon durumuna bagli olarak oldukga reaktif ve ¢odu organizma icin
toksiktir. Metallerin hiicre ya da molekiiler diizeydeki toksititesinin tam olarak aydinlatilmast i¢in
¢ok yogun caligmalar yapilmaktadir. Son yillardaki calismalar Hg™, Ag*, Cd*?, Cu'?, Ca®?, Pb*?,
Zn*?, Co™, Mn™ ve Fe™ gibi bazi metal iyonlarmin ROS iiretimini olusturma yetenekleri
gosterilmigtir. Cok sayida metalin molekiiler oksijene elektron transfer etmekle reaktif oksijen
(ROS) ve reaktif azot (RNS) tiirleri olusturdugu bilinmektedir. Ayrica birgok agir metalin ¢ok
sayida enzimi inhibe ettigi konusunda bir¢ok ¢alisma vardir. ROS’lar lipit peroksidasyonu, DNA
hasari, siilfid gruplarinin oksidasyonu ve kalsiyum hemostaz1 degismesi gibi etkilere sebep olurlar.
Dolayli olarak s6z konusu metal iyonlarinin, yukarida belirtilen hasarlara neden olacagi séylenebilir

[48].

Hayatin devamlilig igin ¢ok &nem tasiyan tireme fonksiyonu, beslenme, yasam sekli, yas,
tireme kanali enfeksiyonlari, stres ve kimyasal gibi pek ¢ok nedenden etkilerler. Ureme

fonksiyonlarinin bazi nedenlerden dolay: sekteye ugramasi, niifus azalmasi ve infertiliteye, hatta
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baz tiirlerde soyun tilkenmesine yol acabilir. Kimyasal maddeler, bozulmus spermatogenezis ve
hormonal dengesizlige anormal sperm konsantrasyonu ve hareketlilige yol agarak dogurganligi
olumsuz etkiler. Ureme saghigi izerine etkili kimyasal maddeler pestisitler, halojenli
hidrokarbonlar, agir metaller, aromatik hidrokarbonlar ve plastisizerler olarak siniflandirilabilir

[43].

Aragtirmamizda enzim kaynagi olarak Holstayn, Montofon ve Simental sigir irklarindan
elde edilen spermler dogrudan kullanilmistir. Ciinkii, sGST sperm hiicrelerinin yiizeyine bagli
oldugu tespit edilmistir [49]. Caligilan agir metallerden Fe™ harig tiim iyonlarin her ii¢ enzimi de
farkli oranlarda inhibe ettigi; ICsy degerlerinden anlagilmaktadir. Bu farkliliklar, s6z konusu

iyonlarin ¢éziintirlikleri, absorbans kapasitesi gibi faktorler ile agiklanabilir.

Aragtirmamizda Cd** ve Zn™ nin hsGST iizerinde oldukca gliclii bir inhibisyona sebep
olduklar gériilmektedir (ICso= 0,6 mM ). Ayrica Ag™', hsGST ve msGST enzimleri iizerinde daha
zayif bir inhibitér oldugu haliyle ssGST iizerinde en gii¢lii inhibitér olmasiyla da dikkat

cekmektedir.

Arastirmamizda gozlenen bir diger ilging sonug ise Pb™ nin hsGST ve msGST enzimlerini

inhibe ederken ssGST iizerinde etkisiz oldugu bulunmustur. Benzer durum Co™ icin gegerlidir.

Litaratlirde, Aksoy ve ark. Van Goli balifindan saflastirilan GST lizerinde bazi metal
iyonlarinin etkisini arastirmiglardir. ilgili galismadaki ICsq degerlerine gdre Cd**, Co™ ve Fe'? séz
konusu enzim iizerinde herhangi bir etki gostermemistir. Ag™, Cu'?, Pb'?, Zn™ iyonlarin ise

dnemli 6l¢lide enzimi inhibe ettigi saptanmustir [42].

Arastirmamizda elde edilen bulgulardan, séz konusu ¢alismanin aksine Cd* nin 3 enzim
lizerinde de 6nemli derecede inhibisyona sebep oldugu goriilmektedir. Fe'? ise ssGST iizerinde

gliclii bir aktivator olarak goriilmektedir.

Arastirmamizda, Pb*?, Co™ ve Fe'? iyonlar1 digindaki metallerin hepsinin ssGST iizerinde
farkli diizeylerde inhibisyon etkisine sahip oldugu gozlenmektedir. ssGST enzimi igin en giiglii
inhibitér 0,83 mM, ICso degeri ile Ag' iken msGST, aktivitesinin calisilan tim metal iyonlarindan
onemli &l¢lide azaldig bulunmustur. Buna gére, msGST’nin metal iyonlarindan hsGST ve

ssGST’ye gbre daha fazla etkilendigi s6ylenebilir.

Fertilizasyonda, en 6nemli asama spermle yumurta hiicresinin entegrasyonudur. Bu olayda

sperm membrani oksidasyonu en temel sorunlardan birisidir. Béliim 1.7°de belirtildigi gibi agir
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metaller enzimlerin aktivitesini dnemli Slgiide etkilenmektedir [50]. Arastirmamizda da 3 farkli
kaynaktan elde edilen ssGST enzimlerinin aktivitelerinin agir metallerden etkilendigi bulunmustur.
S6z konusu enzimin sperm membranina bagli membranin peroksidasyonunu &nledigi
diisiiniildiigiinde enzimin aktivitesinin fertilizasyonda ne &lgiide nemli oldugu daha iyi
anlagilabilir. Tim canlilarda oldugu gibi iilkemizde, yetistirilen sigir wrklarinin en 6nemlileri
arasinda bulunan s6z konusu canlilarda besin zinciri ile agir metallere aldiklari s6ylenebilir.
Ozellikle suni tohumlamada dondurulmus spermlerde aktivitesi iyice azalan ssGST ‘nin metalleri
olan inhibisyonu ¢ok daha 6nem kazandigi sdylenebilir.  Tiim bu bilgiler 1s1ginda hayvan
yetigtiriciliginde s6z konusu agwr metallerle inhibisyonun &nemli oldugu soylenebilir.
Arastirmamizda ilk defa agir metallerin ssGST iizerindeki etkisinin incelenmesinin hem temel
bilimler hemde fertilizasyon sahasinda ¢alisan bilim adamlart i¢in yaygin etkiye sahip olacag

diistintilmektedir.

Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmis olan Glutatyon s-transferaz enziminin; Holstayn,
Simentel ve Montofon sigir irkindan alinan sperm drneklerine, agir metallerin inhibisyon etkilerinin
bulundugu belirlenmistir. Buna gore ICsp degeri 0.56 mM olan Zn'* agir metalinin msGST
enzimini inhibe ettigi bulunmustur. Bunun yaninda; aktivasyon degeri 17.53 mM olan Fe'™ agir

metalinin ssGST enzimini aktive etmis oldugu gézlenmistir.
Sonug¢ olarak yapilan ¢aligmada asagidaki bulgular elde edilmistir;

1. Hg" agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri tizerine etkileri incelenmis ve
sirastyla ICso degerleri 1.77 mM, 0,72 mM, 1.94 mM olarak tespit edilerek enzimleri inhibe ettigi

goriilmiistii. Hg™ agir metalinin en giiglii hsGST enzimini inhibe ettigi saptanmistir.

2. Ag" agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri iizerine etkileri incelenmis ve
sirastyla 1Csq degerleri 4.13 mM, 0.83 mM, 4.43 mM olarak tespit edilerek enzimleri inhibe ettigi

goriilmiigtiir. Ag" agir metalinin en giiglii ssGST enzimini inhibe ettigi saptanmistir.

3. ¢d™ agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri iizerine etkileri incelenmis ve
sirastyla ICso degerleri 0.12 mM, 0.16 mM, 0.09 mM olarak tespit edilerek enzimleri inhibe ettigi

goriilmiistiir. Cd*™ agir metalinin en giiglii msGST enzimini inhibe ettigi saptannusgtir.

4. Cu™ agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri iizerine etkileri incelenmis ve
sirastyla ICso degerleri 0.11 mM, 0.12 mM, 0.13 mM olarak tespit edilerek enzimleri inhibe ettigi

goriilmiistiir. Cu™ agir metalinin en gliclii hsGST enzimini inhibe ettigi saptanmistir.
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5. Ca™ agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri {izerine etkileri incelenmis ve
sirastyla ICso degerleri 0.81 mM, 0.90 mM, 1.70 mM olarak tespit edilerek enzimleri inhibe ettigi

goriilmiistiir. Ca'? agir metalinin en giiglii hsGST enzimini inhibe ettigi saptanmustir.

6. Pb™ agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri tizerinde etkileri incelenmis ve ICs
degerleri tespit edilmistir. Pb™ agir metalinin ICso degerleri; hsGST enzimi iizerinde 1.85 mM ve
msGST enzimi iizerinde de 2.69 mM olarak bulunmustur. Yalniz, Pb™ agir metalinin ssGST

enzimi lizerine etkisi belirlenememis ve dolayisiyla da ICsg degeri saptanamanustir.

7. Zn* agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri iizerine etkileri incelenmis ve
sirastyla ICsq degerleri 0.67 mM, 2.10 mM, 0.56 mM olarak tespit edilerek enzimleri inhibe ettigi

gbriilmiistiir. Zn"> agir metalinin en gliclit msGST enzimini inhibe ettigi saptanmustir.

8. Co™? agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri {izerinde etkileri incelenmis ve
ICso degerleri tespit edilmistir. Pb™ agir metalinin ICsy degerleri; hsGST enzimi iizerinde 1.72 mM
ve msGST enzimi tizerinde de 2.18 mM olarak bulunmustur. Yalniz, Co™ agir metalinin ssGST

enzimi lizerine etkisi belirlenememis ve dolayisiyla da ICsq degeri saptanamamustir.

9. Mn" agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri iizerine etkileri incelenmis ve
sirasiyla ICsq degerleri 0.80 mM, 1.66 mM, 2.34 mM olarak tespit edilerek enzimleri inhibe ettigi

goriilmiistir. Mn*? agir metalinin en giiclii hsGST enzimini inhibe ettigi saptanmustir.

10. Fe™ agir metalinin; hsGST, ssGST, msGST enzimleri iizerinde etkileri incelenmis ve
ICso degerleri tespit edilmistir. Fe™ agir metalinin ICso degerleri; hsGST enzimi tizerinde 2.10 mM
ve msGST enzim lizerinde de 1.66 mM olarak bulunarak bu enzimleri inhibe ettigi saptanmistir.

Ancak, Fe™ agir metalinin ssGST enzimi lizerinde aktivasyon etkisi gosterdigi saptanmugstir.
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