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GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIMININ VAN GOLU iNCi KEFALI
BALIGI (chalcalburnus tarichi) SOLUNGACINDAN SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU, BAZI METAL iYONLARININ VE
PESTISITLERIN ENZIiM AKTIiVITESI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI
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Bu c¢alismada, Van Golii Inci Kefali Baligi solungacindan glutatyon S-transferaz
(E.C 1.8.1.7.; GST) enzimi glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kullanilarak
11344,83 EU/mg protein spesifik aktivite ve %82,25 verimle 1543,51 Kat
saflastirildi. ~ Saflastirilan  enzimin safligin1  kontrol etmek amaciyla SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve tek bant elde edildi. Molekiil kiitlesi
yaklagik 32,218 kDa olarak belirlendi. Enzim igin K-fosfat tamponunda optimum pH
7,3, optimum iyonik siddet 120 mM K-fosfat, optimum sicaklik 35°C, stabil pH ise
K-fosfat tamponunda pH 8,0 olarak bulundu. Ayrica CDNB i¢in Ky, sabiti 1,0574
MM Ve V. degeri 0,373 EU/mL olarak; GSH icin ise, Ky, sabiti 0,1590 mM ve V.
degeri 0,0854 EU/mL olarak tespit edildi. Van Goélii Inci Kefali Balig1 solungaci
GST enzim aktivitesi lizerine baz1 metal iyonlari ile pestisitlerin etkileri incelendi ve
inhibisyon etkisi gosteren Al*3, B*3, Ba*? ve Se? iyonlar ile Oxamyl, Diniconazole,
Carbofuran, Tebuconazole ve Atrazine pestisitleri icin 1Cso degerleri ve K sabitleri

hesaplandi.

2018, 63 sayfa + xii sayfa

Anahtar Kelimeler: Van Gélii Inci Kefali Bahg, Inci Kefali solungag, glutatyon

S-transferaz, saflastirma, karakterizasyon, metal, inhibisyon.



ABSTRACT
MASTER THESIS

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE S-
TRANSFERASEFROM PEARL MULLET’S GILL OF VAN LAKE’S
FISH(chalcalburnustarichi), EXAMINATION OF SOMEMETALS AND
PESTICIDIES’ EFFECTS OF ENZYME ACTIVITY

Thesis Advisor: Assoc. Dr. Ramazan DEMIRDAG
Partner Advisor: Asst. Assoc. Dr. Emrah YERLIKAYA
Jury: Assoc. Dr. Muslum KUZU
Asst. Assoc. Dr. Ebru AKKEMIK
Asst. Assoc. Dr. Aykut OZTEKIN
In this study, glutathione S-transferase (E.C 1.8.1.7; GST) enzym from Van Lake
pearl mullet fish refinied using glutathione agarose affinity chromatography with a
spescific activity of 11344.83 EU / mg protein and 82.25% efficiency 1543.51 fold
purified. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was performedon the purpuse of
checking the purity of the purified enzyme and a single band was obtained. The
molecular mass was found to be approximately 32.218 kDa. Optimum pH in the K-
Phosphatewas 7.3, optimum ionic strength was 120 mM K-Phosphate, optimum
temperature was 35 °C, for the enzyme and stable pH was found in the K-phosphate
buffer at pH 8.0. Also for CDNB, the Km constant was 1.0574 mM and the Vmax
value was 0.373 EU/mL; For GSH, the Km constant was 0.1590 mM and the Vmax
value was 0.0854 EU/mL. The effects of some metal ions and pesticides of Van Lake

3+ 3+ 2+ 2-
pearlmullet’s gill. Enzyme were investigated and Al , B , Ba and Se ions which
show effect of inhibition and valves of ICsp and K; constantsare calculated for

Oxamyl, Diniconazole, Carbofuran, Tebuconazole and Atrazine pesticides.
2018, 63 pages + xii pages

Keywords: Van fish, chalcalburnus tarichi, pearl mullet gill Glutathione S-

transferase, purification, characterization, metal, inhibition.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ADP Adenozindifosfat

ATP Adenozintrifosfat

CDNB 1-Kloro, 2,4-Dinitrobenzen

CM Karboksi Metil

DEAE Dietilaminoetil

DTT Ditiyotreitol

EC Enzim komisyonu

EDTA Etilen diamin tetraasetikasit

ES Enzim substrat kompleksi

FAD Flavin adenindinikleotid

GR Glutatyon rediiktaz

GSH Indirgenmis glutatyon

GST GlutatyonS-transferaz

ICso Maksimum hiz1 yariya diigiiren inhibitor konsantrasyonu
Ki Enzim inhibit6ér kompleksinin ayrigma dengesabiti

Kwm Michaelis-Menten sabiti

MAPEG Glutatyon metabolizmasinda membrane bagli proteinler
NADPH Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis form)
PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

RNA Ribonukleikasit

SDS Sodyum dodesilsulfat

TCA Triklor asetikasit

TEMED N,N,N’,N’-tetrametilendiamin

Tris Trihidroksimetil aminometan

Vmax Maksimum hiz
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Her canlinin hayatin1 devam ettirmesi i¢in disaridan aldigi besinleri kendi
yapisina uygun biyolojik molekiillere segici ve etkili bir sekilde doniistiirmesi
gerekmektedir. Canli organizmalarda, bu doniisiimiin meydana geldigi kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran ve yan f{irlin olusmaksizin %100'liik verim saglayan
biyolojik katalizorlere enzim denir. Enzimler proteinlerin en biiyiik ve 6zellesmis
seklidir. Katalitik aktivite gdsteren kiigiik bir RNA grubu disinda, biitiin enzimler
protein yapisindadir (Nelson and Cox 2004).

Genel olarak enzimlerin ozellikleri su sekilde siralanabilir;

1. Enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu protein yapisindadirlar.

2. Enzimler ayni tiir reaksiyonlar1 defalarca gergeklestirebilir.

3. Bir enzim daima bir ¢esit veya ayni tip benzer reaksiyonlar1 katalizler.

4. Enzimler katalizledikleri tepkimelerin aktivasyon enerjilerini diisiiriirler.

5. Olusacak reaksiyonun hizli bir sekilde dengeye ulagmalarina vesile olurlar.

6. Enzimler hem canli hem de cansiz ortamda gorev yaparlar.

Enzim alaninda yapilan ilk ¢alismalar sindirim enzimleri ile ilgili olup bu
caligmalara 1760 ile 1825 yillar1 arasinda rastlanmaktadir. 1825 yilinda Jon Jacob
Berzellius, nisastanin siilfirik asitten daha hizli bir sekilde par¢alanmasinda,
bugdaygillerden kazanilan bir enzim karigiminin etki etmesinden son derece
etkilenmistir. ilk defa James B. Sumner 1926 yillarinda Canavalia ensiformis
adindaki bir fasulye tiiriinden saf ve kristal halde iireaz enzimi elde etmeyi basardi.
Bu sekilde enzimlerin protein yapisinda oldugunu ileri stirdu. Bugiin yaklasik 5000

enzim taninmaktadir. Bunlarin pek cogu homojen halde ve saf olarak elde edilmistir.



Bunlardan en az 200 kadar1 saflastirildiktan sonra kristalize hale getirilmistir

(Goziukara 1997).

Tim enzimler, enzim kataloguna dort basamakli bir say1 olan EC (Enzim
Komisyonu) numarasi altinda girerler. Ilk basamak 6 temel smiftan birine iiyeligi
belirtir. Sonraki ikisi alt siniflar1 ve alt-alt siniflar1 belirtir. Son basamak ise ilk U¢
numaraya sahip enzimler arasindaki sirasini1 gosterir. Alt1 temel sinifin her biri, ayn
reaksiyon spesifikligine sahip enzimleri igerir (Koolman et al. 2003; Keha ve
Kiifrevioglu 2012).

1. Oksidorediiktazlar; 1ki substrat arasindaki elektron aligverisini

katalizleyen enzimlerdir.

2. Transferazlar; Bir verici substrattan alict bir substrata hidrojen digindaki

gruplarin transferini katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar; Bir su (H,O) molekiiliiniin katilmasiyla ester, peptit, eter,
glikozit, C-halojeniir, anhidrit veya P-N baglarin pargalanmasini saglayan

enzimlerdir.

4. Liyazlar; Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile
substratlarda gruplarin uzaklastirilip ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari

katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar; Optik, geometrik yada yapisal izomerlerin birbirine

doniistimii seklinde tekrar diizenlenmesini gergeklestiren enzimlerdir.

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

reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Enzimleri saflastirmak oldukga zor bir islemdir. Enzimlerin biiyiik bir kismi1
protein yapisinda oldugundan sartlarin degismesine karst olduk¢a hassastirlar. Bu

yiizden bir ¢ozeltideki enzim varligi, enzimin etki ettigi substrat molekiilii veya



reaksiyon sonucu olusan iiriin ya da enzimatik reaksiyona aracilik eden diger

parametreler tzerinden tespit edilmektedir (S0y(it2006).

Enzim aktivitesini yani enzimli reaksiyonlarin hizlarina etki eden

faktorleri soyle siralayabiliriz:

1. Substrat konsantrasyonu

2. Enzim konsantrasyonu

3. pH

4. Tyonik siddet

5. Inhibitor ve aktivatorlerin varhig

6. Sicaklik

Bazi proteinler afinite kromatografisiyle ¢ogu kez bir basamakta cok
kompleks karisgimlardan izole edilebilirler. Adsorpsiyon kromatografilerinin bir
cesidi olan afinite kromatografisi, istenen molekiiliin saflastirilmasinda, matriks
adindaki bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine yani liganda tersinir ve spesifik olarak baglandigi bir yontemdir.
Farkli jeller matriks olarak kullanilabilir. Bunlardan birkagi; Sephadex, Sepharose,
Biogeldir. Kullanilacak ligandin saflastirilacak madde igin spesifik ve tersinir
baglanma afinitesi olmalidir. Kii¢lik ligandlar1 (enzim inhibitérleri gibi) dogrudan
matrikse baglamak suretiyle hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan
maddeler arasinda sterik engellemelerden dolayr kiicik ayirma kapasitesi
gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti kollari, etkili baglanmayi kolaylagtirmak icin

matriksle ligand arasina sokulurlar (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin bazi bilesikler
tarafindan azaltilmasi hatta yok edilmesi olayina “inhibisyon™ adi verilir. Buna sebep

olan bilesiklere “inhibitér” denir. Inhibitorler genellikle kiigiik molekiil kiitlesine



sahip bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik inhibisyon, doniisiimli ve doniisiimsiiz
olmak tiizere baglica iki sekilde siniflandirilir. Doniisiimsiiz inhibisyonda enzimin bir
veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir. Inhibitdr, enzime ya kovalent olarak
baglanir veya kompleks olusturur. Vmax azalirken, Km degismeden kalir.
Doniistimsiiz inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor

etkilesmesi, bir denge tepkimesi seklindedir (Ozaslan 2014).

1.2. Glutatyon

Glutatyon glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan bir
tripeptittir (Herschbach and Rennenberg 1994; Karam 1996). Bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarin hiicre sitozoliinde ¢okga bulunan glutatyonun iki onemli
gorevi vardir. Bunlardan biri hicreden toksik maddeleri uzaklastirmak, digeri ise
indirgenmis formu sayesinde hiicrelerdeki stilthidril grubunun devamliliginm

saglamaktir.Glutatyonun hayvanlardaki islevleri su sekilde siralanabilir;

1. Aminoasit taginimi

2. Enzim regulasyonu

3. Peroksidaz metabolizmasi

4. Sinyal molekul

5. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu (Liebman and Greenberg 1988).

1.3. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferaz’lar, GSH ile elektrofilik gruplar tasiyan bilesikler
arasindaki konjugasyonu katalizleyen, cok fonksiyonlu faz I
biyotransformasyonunda gorev alan enzim ailesinin tyeleridir (Hamed ve ark. 2003).

Glutatyon S-transferaz’lar (GST), EC 2.5.1.18 kodlu ve her biri iki alt
birimden olusmus bir enzim ailesidir (Altini1s1k1999).


http://www.mustafaaltinisik.org.uk/05g%2030.doc

GST'ler her bir altbirim icin katalitik bolgeye sahip kuresel dimerik
proteinlerdir. 23 kDa-29 kDa molekil kitlesine sahiptirler. Her bir alt birimdeki
aminoasit sayis1 200-240 arasinda degisim gostermektedir. Her bir GST alt biriminin
polipeptid zinciri kisa baglayici bolgelerce birlestirilen iki domainden olusur. N-
terminal domain bir B-tabaka ve ii¢ a-heliks yapisinda diizenlenmis asagi yukari 80
aminoasitten olusan GSH'nin baglanma boélgesi (G bolgesi) ve hidrofobik
elektrofillerin baglanmalar1 i¢in olan H bolgesinden olusmaktadir. C-terminal

domain kalan 5 veya 6 a-heliks yapisindaki aminoasitten olugmaktadir (Tuna 2008).

Canlilar toksik bilesiklere stirekli maruz kalmaktadir. Endiistriyel yasam,
dogal yasamla birlikte birgok zehirli molekiil olusturmaktadir. Ornegin reaktif
oksijen viicudumuzda normal oksijen metabolizmasi igerisinde iiretilmektedir. Bazi
metabolik yollarda {iiretilen toksik molekiiller, endiistriyel yasam nedeniyle ¢ok daha
fazla zehirli molekiillere doniismektedir. Toksik molekiiller metabolizmanin
bozulmasina ve hiicrenin 6lmesine sebep olur. Canlilarda toksik molekiillerin etkisini
azaltmak icin detoksifikasyon sistemleri mevcuttur. Ksenobiyotiklerin enzimatik
detoksifikasyonu ti¢ farkli fazda gerceklesmektedir. Faz | tepkimeleri ylikseltgenme-
indirgenme yani redoks tepkimeleri ve hidroliz reaksiyonlar1 ile aktif gruplar
substrata ekleyerek, faz II tepkimelerine substrat hazirlar. Faz 1l konjugasyon
sisteminde yer alan en énemli enzimlerden biri glutatyon S-transferazlardir. Faz 11l
reaksiyonlarinda faz II’de olusan daha fazla suda eriyebilen nonpolar ksenobiyotikler
ve dolayisiyla daha az toksik olan metabolitler elde edilirler (Sekil 1.2) (Autrup
2000; Sheehan et al. 2001; Lee 2003).
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Sekil 1.1. Detoksifikasyon reaksiyonlar (Faz I, Faz Il, Faz IlI).

Glutatyon S-transferazlar, genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik

metabolitlere doniisiimiinti katalizleyen Faz-11 detoksifikasyon enzim ailesidir.

SH -
0 0 S-K
H, NH _COOH ivoti GST, u, NH _COOH
'N\(\)\NH - + Ksenobiyotik (K) 2225 NY\')LNH,([ L
0 0

COOH COOH
Glutatyon Glutatyon-S-konjugati

Dimerik enzimin alt Unitelerinin her birinde iki fonksiyonel grup iceren bir
aktif merkezi bulunmaktadir. GSH’1n elektrofilik bilesiklerle konjugasyonu enzim
tizerindeki G ve H olmak iizere iki farkli bolge ile katalizlenmektedir. G bolgesi
GSH’n, H bolgesi ise elektrofilik bilesiklerin baglanma bolgesidir (Sekil 1.2) (Aliya
et al. 2003). G bolgesi yiksek GSH spesifitesi ile tiim GST’lerde oldukga benzerdir.
H bolgesi 1se GST’ ler arasinda olduk¢a farklidir. Enzimin subsrat baglama
kapasitesi ve ¢esitliligi  bu bolgenin  farkliligindan  kaynaklanmaktadir

(Armstrong1997).

Ksenobiyotiklerin ¢ogunlugu biyolojik olarak aktiftir ve canlilarda fizyolojik
asamalarda degisimlere sebep olmaktadirlar. Bunlarin  bir kismi lipid
membranlarindan gegebilen lipofilik bilesiklerdir ve canlilar bu taneciklerin

viicuttan daha kolay uzaklagsmasini saglamak icin bunlarn elektrofilik



metabolitlerine doniistirmektedirler. Lipofilik bilesiklerin polar metabolitlerine
dontstiirilmesi iki metabolik fazda gergeklesmektedir. Faz 1 reaksiyonlarinda
tanecik yukseltgenerek ya da indirgenerek (-OH ve -COOH gibi) daha fonksiyonel
gruplar olusturulmaktadir. Ana tanecikten daha hidrofilik olan bu metabolitler Faz
IT tepkimelerinde GSH gibi endojen bir subsratla konjugasyonunu saglayan
glutatyon  S-transferaz  enzimi  aracihigi  ile  viicuttan  atilimlari

kolaylastirmaktadirlar (Ioannides2002).

Enzimin fonksiyonu: GSH"1 ve elektrofilik substrati aktif merkezine
baglayarak substrat ile GSH etkilesimini gergeklestirmek ve GSH'in elektrofilik
substrat tizerindeki niikleofilik atagini, glutatyonun stilfidril grubunu aktive etmesi
ile baglatmaktir (Armstrong1997).

G
Gs, Cl
NO, NO, NG,
GST
GSH cr
NO, NO,

Sekil 1.2. GST enziminin katalizledigi reaksiyon (Habdous et al. 2002).

Cl

Besinlerin yaninda alinan toksik molekiillerin eliminasyonunu saglayan GST,
ayni zamanda prostoglandinlerin izomerizasyonu, safra tuzlari, bilirubin ve yag
asitleri gibi nonsubstrat ligandlar1 GSH’la baglayarak bu maddelerin tagimnimini da

saglamaktadir (Boyer, T.D.1989).

Glutatyon S-transferazlar ii¢ gruba ayrilirlar. Bunlar; sitozolik, mitokondriyal
ve mikrozomaldir. Sitozolik ve mitokondriyal GST’ler ii¢ boyutlu yapilar
bakimindan birbirlerine benzerler. Ayni1 zamanda c¢oziinebilen GST’ler olarak
adlandirilirlar. Bu iki gruptaki GST’ler, farkli dokularda farkli miktarlarda
bulunabilen ¢ok sayida izoenzime sahiptirler. Mikrozomal GST’ler (MAPEG),
primer yapilarimin farkliligi sebebi ile ¢6ziinebilen gruplardan farklidir (Mannervik et
al. 2005).



GST’ye en sik rastlanilan dokular basta karaciger olmak Uzere solungac,
bobrek, akciger, meme, incebagirsak ve kalinbagirsak gibi organlardir. GST enzimi,
bu organlarin sitozollerinin total protein igeriginin %5’ini olusturmaktadir. Bu
organlarda yiiksek oranda bulunmasinin nedeni; sozii edilen organlarin disaridan
alinan ksenobiyotikler ile dogrudan temas halinde bulunmalaridir (Gyamfi et al.

2004; Hayes et al 2005; Bas 2006).

GST'lerin enzimatik islevlerinin yani sira énemli olan ikinci bir gorevi ise
bazi endojen ve ekzojen kaynakli maddeleri (steroidler ve metabolitleri, ilaclar ve
anyonlar) katalitik olmayan yolla baglayarak bunlarin hiicre i¢i taginimini
saglamaktir (Boyer and Kenney 1985). Enzim iizerinde bu maddelerin baglandigi

spesifik olmayan hidrofobik bir baglanma bdlgesi vardir (Vessey and Boyer 1988).

GST’ler dogal koruyucu sistemlerden biri olarak kabul edilir. Antikanser
ilaclar, pestisid, herbisid, kimyasal kanserojenler ve cevresel Kirlilikler gibi
elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da buyuk bir énem arz ederler
(Gyamfi et al.2004).

Glutatyon S-transferazlarin laktonlar, esterler, alkiller, kinonlar, aril halidler,
epoksitler gibi yapisal olarak farkli substratlarin biiylik bir ¢ogunlugunu
katalizleyebilme 6zelligine sahip olmalarindan dolay1 pek ¢ok arastirmaya konu
olmustur. Bu substratlarin sayisinin ¢ok olmasia ragmen, hidrofilik olmalar1 ve
cogunun elektrofilik bir merkez tagimalar1 substratlarin ortak 6zellikleridir (Coskun

2007).

Kanserojenlerle ve kemoterapotik ajanlarla etkilesimlerinden dolay1, GST ler
kanserle miicadele agisindan onem tasimaktadir. GST’ler antiastmatik ve antitiimor
ilaglarin hedefi halindedir (Matshushita et al. 1998). GST enziminin memelilerin
tiimor hiicrelerinde asir1 miktarda {iretilmesi, bazi antikanser ilaglara ve kimyasal

karsinojenlere kars1 direng olusmasina sebep olmaktadir (Hayes and Pulford 1995).

Memeli GST’leri yedi sinifa ayrilir. Bu enzim smiflarindan bes tanesi

sitozolik, iki tanesi ise membrana baglhidir. Sitozolik enzim siiflarinin 13 adet alt



birimi bulunmaktadir (Experimental And Therapeutic Medicine 2016). Ayn1t GST
sinifindan olan alt birimler kendi aralarinda dimer olusturabilirken farkli sinifta
bulunan alt birimlerle dimer olusturamazlar (Carver and Hines 2002). Sitozolik
GST’ler dimerik proteinlerdir ve her bir alt birimin tahmini molekiil kiitlesi 25
kDa’dur. GST proteinlerinin biiyiik bir kismi1 karacigerde bulunur ve toplam ¢oziiniir

proteinin %3-5’ini teskil eder (Seidegard and Ekstrém 1997).

Cizelge 1.1. Sitozolik GST siniflari, alt birimleri ve bulundugu dokular.

Sitozolik GST | Sitozolik GST alt birimleri Bulundugu dokular

siiflari

Alfa GSTAl, GSTA2, GSTAS3, | Karaciger,Bobrek,
GSTA4 Beyin, Testis

MU GSTM1, GSTM2, GSTM3, | Karaciger, Beyin, Testis
GSTM4, GSTM5

Pi GSTP1 Karaciger, Beyin, Testis

Teta GSTT1, GSTT2 Karaciger

Sigma GSTS1-1 Dalak

1.4. Agir Metaller ve Cevresel Etkileri

Agir metaller, genellikle zehirlidirler ve ¢evre kirliligine neden olurlar.
Fiziksel 6zellik agisindan tanimi, yogunlugu 5 g/cm®ten daha yiiksek olan metaller
olarak tamimlamir. Bu agir metallere 60’tan fazla metal dahildir. Ornegin; demir,

bakir, kursun, kobalt, kadmiyum, krom, civa, ¢inko vb (Kahvecioglu vd 2004).

Agir metaller, biyolojik siireglere katilma durumlarma gore ikiye ayrilir.
Bunlar; yasamsal ve yasamsal olmayandir. Yasamsal olan grubun, canlilarin
yapisinda belli bir oranda bulunmalar1 gerekir. Bu metaller tepkimelere katildiklar
i¢in besin yolu ile diizenli olarak alinmalidirlar. Ornek olarak; bakir (Cu) insanlarda
ve hayvanlarda alyuvarlarin, rediiksiyon prosesinin ve pekgok oksidasyonun
degismez parcasidir. Bunun aksine yasamsal olmayan agir metallerin ¢ok az
konsantrasyonda bile fizyolojiyi etkileyerek ciddi saglik sorunlarima neden
olabilmektedirler. Kiikiirtlii enzimlere baglanan civa, bu grubun en iyi ornegidir

(Bigersson et al. 1988).



Aliminyum:  GUmls renkte bir metal olan  aliiminyumun
simgesi Al’dir. Atom numarasi 13 tiir. Dogada ¢ogunlukla cevher halinde bulunur.
Oksidasyona karsi1 yiiksek bir direnci vardir. Aliiminyumun canli hiicreler tizerinde
yararlt bir igleve sahip oldugu gozlemlenmemistir. Bazi kisilerde, aliiminyumun
herhangi bir izotopu, temas dermatiti (deri iltihabi), stiptik (kan durdurucu) vb. alejik

reaksiyonlara neden olabilir (Error! Hyperlink reference not valid.).

Baryum: En agir elementler arasinda yer alan elementlerdendir. Atom
numaras1 56, simgesi Ba, atom agirligi 137,32 ve yogunlugu 3,51 gr/cm®tiir.
Baryumun biitiin bilesikleri toksik ozellikler gosterir, yani zehirlidir. Mineralleri,
genellikle sicak su ¢ikan bolgelerde yogun olarak goriiliir. Deniz yosunlari, baliklar,
bazi bitkiler, toprak ve bazi besinler de baryum icerir

(https://www.makaleler.com/baryum).

Bor: Atom numarasi 5, simgesi B, atom agirligi 10,81 g ve yogunlugu 2,84
g/cm® tiir. Canli beslenmesinde bor bir mikro besin elementidir. Bor ve bor
bilesikleri kayalar, denizler ve yeralti-iistii sular1 bor icermektedirler. Sebze ve
meyve tiirleri dahil bitkiler elementi toprak ve sudan alirlar, o yolla da hayvan ve
insanlara gecer. Vicut agirhi@ina gore alinan yiiksek dozlar depresyon, sarsaklik,

titremeler yaratip hayvani 6liime gotiiriir ( A. Demirtag 2010).

Selenyum: Periyodik cetvelde 4. Periyot 6A grubunda olan bir ametaldir.
Selenyumun atom numarasi 34 olup simgesi Se’dir. Jons Jakob Barzelius, selenyumu
1817 yilinda kesfetmistir. Giiglii bir antioksidan olan selenyum, bagisiklik sistemini
guclendirir ve kanser riskini azaltir. Hiicreleri korur ve yaslanmay1 geciktirir. Ancak
fazla alindiginda sindirim sistemi sorunlari, sag, tirnak ve dis kaybi, cesitli deri,
omurilik ve kemik iligi hastaliklari, ates gibi saglik sorunlar1 goriliir

(www.nkfu.com/Selenyum)

1.5. Pestisitler

Pestisitler, gida maddelerinin {iretimi, tiiketimi ve depolanmasi sirasinda zarar
veren mikroorganizmalar1 veya zararlt maddeleri o gidadan uzaklagtirmak ya da yok

etmekte kullanilirlar. Ilaveten bitki biiyiimesini diizenlemek igin, gidalara ya da
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direkt olarak insanlar ve hayvanlar icin hastalik tasiyan halk sagligi zararlilarini
kontrol altinda tutmakta pestisitler kullanilir. Biyolojik veya kimyasal {iriin olarak

karsimiza ¢ikabilir (Anonim 2015).

Pestisitlerin biiyiik bir kismi1 organik molekiiler yapida ve hidrofobik 6zellikte
olduklarindan su yiizeyindeki siispanse partikiillere baglanirlar veya gol vedenizlerin
dip kisminda bulunan ¢okelti tabakasinda birikirler. Bu ortamlarda beslenen
omurgasizlar, dip baliklar1 ve diger omurgalilar biiyiikk risk altindadirlar (M.

Leppanen 1995).

Baliklar pestisitlere deri yolu, solunum yolu (solungaglar) ve agiz yolu olmak
lizere dogrudan veya pestisitten zehirlenen baska bir hayvani yemek suretiyle dolayli
olarak maruz kalabilirler. Pestisitlere akut maruziyetlerde zehirlenmeler veya diisiik
dozlarda kronik olarak maruz kalmalart sonucunda davranis bozuklugu Ureme
sistemi problemleri ve fizyolojik bozukluklar gibi akut zehirlenmelerden daha 6nemli

etkiler ortaya ¢ikabilir.

Ayrica organizmada meydana getirdikleri stres sonucu hiperaktivite,
konviilziyon, solunum gii¢liigii, solungaglarda asir1 mukus salgis1 ve renk degisikligi,
solunga¢ yaylarinda agiklik, denge bozuklugu, metabolik bozukluklar, blyiume
geriligi, enzim inhibisyonu, yumurta verimi ve yasam siiresinin azalmasi gibi birgok
olumsuz etkilere neden olurlar. Karaciger, kan damarlari, bobrekler ve solungaglar

baliklarda pestisit maruziyeti sonrasi en ¢ok zarar goren organlardir (Anonim 2016).

Oxamyl: C7H13N303S kimyasal formule ve 219,26 g/mol molekiil agirlig
olan, kokusuz, beyaz renkte, kristal formunda kat1 bir hammaddedir. Zirai bir ilagtir.
Bitkilerde boceklere karst kullanilir. Oxamyl hemnematodlara (solucan) hem de
bitkilerin yesil aksamlarinda zarar yapan bazi boceklere etkisi vardir

(http://www.tarimkutuphanesi.com/tarimilaclari).
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Sekill.3. Oxamyl molekiiliiniin yapisal formiilii.

Diniconazol: CisH17C2N3O  kimyasalformiile ve 326,22 g/mol molekul
agirligr olan zirai bir ilag etken maddesidir. Fungisit bir grupta bulunmaktadir.
Kiilleme, pas, rastik, yaprak lekesi gibi hastaliklara tedavi olarak ya da uzun siireli
koruma igin kullanilirlar. Yesil aksam, tohum ve toprak ilaglamasi gibi uygulama

yontemleri vardir (http://www.tarimkutuphanesi.com/tarimilaclari).

X

{J

Sekill.4. Diniconazol molekiiliiniin yapisal formiilii.

Carbofuran: Carbofuran, etken madde C12H1sNOs kimyasal formiile
ve 221,25 g/mol molekiil agirligi olan, karakteristik bir kokusu olan, beyaz renkte,
kristal formunda kati bir hammaddedir. Carbofuran, tarim ilaglarinda ana etken
maddesi olarak farkli konsantrasyonlarda kullanilir. Bu etken madde ile gelistirilen
formiillerle, misirda kogan kurdu ve misir kurdu ve seker pancarinda yeralti
zararhlar1 ile miicadelede kullanim alani bulur (http://www.tarimkutuphanesi.com/

tarimilaclari).
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Sekill.5. Carbofuran molekiiliiniin yapisal formiili.

Tebuconazol: Tebuconazole, etken madde C1sH22CIN3O kimyasal formiile
ve 307,82 g/mol molekiil agirlig1 olan, kendine has hafif bir kokusu olan, renksiz
veya beyaz renkte, kristal formunda kati bir hammaddedir. Tebuconazole, tarim
ilaglarinda, fungusitlere kars1 tiretilen bazi tarim ilaglarinin ana etken maddesi olarak

farkli konsantrasyonlarda kullanilir (http://www.tarimkutuphanesi.com/tarimilaclari).

N%\ HO
N
—
N
Cl

Sekill.6. Tebuconazol molekiiliiniin yapisal formiili.

Atrazin: CgH14CINs kimyasal formiile ve 215,68 g/mol molekiil agirligi olan
bir pestisittir. Bitki 6ldiiriicii, istenmeyen otlar1 6ldiirmek igin kullanilan bitki

oldiirticti anlamina gelir (http://www.tarimkutuphanesi.com/tarimilaclari).
Cl

L
> AP

Sekil 1.7. Atrazin molekiiliiniin yapisal formili.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ksenobiyotiklerin cogunlugu biyolojik olarak aktiftir ve canlilarda fizyolojik
asamalarda degisimlere sebep olmaktadirlar. Bunlarin  bir kismi lipid
membranlarindan gegebilen lipofilik bilesiklerdir ve canlilar bu taneciklerin
viicuttan daha kolay uzaklagsmasini saglamak icin bunlarn elektrofilik
metabolitlerine dontistiirmektedirler. Lipofilik bilesiklerin polar metabolitlerine
dontstiiriilmesi iki metabolik fazda gergeklesmektedir. Faz 1 reaksiyonlarinda
tanecik yukseltgenerek ya da indirgenerek (-OH ve -COOH gibi) daha fonksiyonel
gruplar olusturulmaktadir. Ana tanecikten daha hidrofilik olan bu metabolitler Faz
I tepkimelerinde GSH gibi endojen bir subsratla konjugasyonunu saglayan
glutatyon  S-transferaz ~ enzimi  aracilign  ile  viicuttan  atilimlart

kolaylastirmaktadirlar (Ioannides 2002).

Glutatyon S-transferaz enzimi ¢ok sayida, farkli elektrofilik bilesiklerin GSH
ile konjugasyonunu saglamaktadir. Bunun nedeni non-spesifik hidrofobik substrat
baglanma bolgesinin varlig1 ve ¢cok sayida izoenziminin bulunmasidir. Boylece GST
kansere neden olan bilesikleri, ¢cevresel kirleticileri, ilaclar1 ve diger bir¢ok bilesigi

substrat olarak kullanmaktadir (Cnubben et al. 2001).

GST enzimi, memelilerde, boceklerde, baliklarda, kuslarda, annelid (halkali
kurt), mollusk (yumusakgalar) ve birgok mikroorganizmada bulunmustur. En sik
rastlandigi dokular, basta karaciger olmak (zere, ince bagirsak, kalin bagirsak,
bobrek, akciger, meme, kas, dalak, testis ve plasenta gibi bircok organin sitozolu ve
membraninda bulundugu rapor edilmistir (Habig et al. 1974).

Su ana kadar bazi enzimler i¢in saflagtirma, karakterizasyon ve kinetik
calismalar yapilmis ve elde edilen sonuglar literatiirde rapor edilmistir. Ornegin
gokkusagi alabaligi karacigerinden glutatyon S- transferaz enzimi saflastirilmis ve

kinetik 6zellikleri incelenmistir (Ohkubo et al. 2004).

Enzimin siniflandirilmasinda proteinin fiziksel ve yapisal ozellikleri esas
alinmigtir. Glutatyon S-transferaz enzimi daha ¢ok hicrelerin sitozoltinde

bulunmaktadir. Ancak, solunga¢ hiicrelerinin mikrozomal kisminda da glutatyon S-
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transferaz aktivitesine rastlanmistir (Boyer et al. 1985; Morgenstern et al.1988).

Hee-Joong ve arkadaslari, GST enzimini maruldan (Lactuca sativa ’dan)
glutatyon-sepharose kolon kromatografisi ile %9,6 verimle 403 kat saflagtirilmustir.
Enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE ile 23 kDa, jel filtrasyon kromatografisi ile
yaklasik olarak 48 kDa olarak belirlenmistir (Hee-Joong et al. 2005).

GST enzimi Tilapya (Oreochromis niloticus) baliginin solungacindan
glutatyon-sepharoz afinite kolonuyla saflagtirilmistir. SDS-PAGE yardimiyla
enzimin alt biriminin molekil agirlig1 25,460 kDa ve enzimin optimum pH’st 8,0
olarak belirlenmistir. Michaelis-Menten grafigi yardimiyla enzimin subsratlart olan
GSH ve CDNB i¢in Kw sabitlerinin yaklasik olarak 0,35 mM ve 0,42 mM olarak
bulundugu rapor edilmistir (Hamed et al. 2004).

Bir balik tiirti olan monopterus albus solungacindan GST enzimini afinite
kromatografisi ile saflastirip karakterize edilmistir. Enzimi, glutatyon- sepharoz 6B
afinite kolonuyla 13,07 pumol/mg spesifik aktiviteyle, %14 verimle, 300 kat
saflagtirmistir. Saflastirilan enzimin SDS-PAGE ile molekiil agirliginin 26 kDa olan
iki alt birimden olustugu (homodimer) belirtilmistir. Enzimin optimum pH’sin1 7,0-
7,5 arasinda, optimum sicakligini1 45 °C olarak bulunmustur. GSH ve CDNB igin
Kw sabitlerini sirastyla 0,20 mM ve 0,28 mM olarak V. degerlerini ise 7,57
umol/mg ve 15,68 umol/mg olarak belirlenmistir (Huang et al. 2008) .

Sitozolik GST Atlantik somunun ve kahverengi alabaligin solungag ve
bobreklerinden glutatyon agaroz afinite kromotografisi kullanarak saflastirilmistir.
Enzimi Atlantik somunun solungacindan 0, 26 +0,081 EU/mg spesifik aktivite ile
%70,58 verimle 57,2 kat, bobreginden ise 37,50+5,39 EU/mg spesifik aktivite ile
%86,9 verimle 187 kat saflastirmiglardir. Kahverengi alabalik solungacindan
27,69+3,34 EU/mg spesifik aktiviteyle %74,54 verimle 42,66 kat, bobreginden ise
21,96+4,531 EU/mI spesifik aktivite ile %67,48 verimle 56,30 kat saflastirmislardir
(Novoa-Valinas 2001).

15



Agir metal zehirlenmelerine neden olan Cd+2 ve Mn+2 metal iyonlarinin
solunga¢ GST enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. CdCI, (2,5
mgCd/kgCdCl,) ya da MnCl, (2,0 mgMn/kMnCly) miktarlar1 tek doz olarak
verildiginde, enzim aktivitesinin bir giin sonra %36 oraninda azalttig1 belirtilmistir

(Casalino et al 2004).

Metal iyonlarinin in vitro satlarda insan eritrositlerine etkilerini incelemek

+6
i¢in yapilan ¢alismada Cr metal iyonunun glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini
artirirken, glutatyon rediiktaz aktivitesini azaltmakta oldugu, GST ve katalaz enzim

aktivitelerinde ise bir farklilik olusturmadig1 bulunmustur (Al-Mustafa 2006).

GST enzimi aktivitesi Uzerine pestisitlerin de etkileri incelenmistir. Bu
amagla yapilan bir ¢aligmada iribaslara konsantrasyonu 1,85-240 mg/L arasinda
degisen glifosat (herbisit etken maddesi) uygulanmistir. Caligmada glifosatin
asetilkolin esteraz, butirilkolin esteraz, karboksil esteraz ve GST aktivitesi tizerine
etkisine bakilmis, kontrolle kiyaslandiginda tiim enzimlerin inhibe oldugu
goriilmistir. GST tikenmesinin oksidadif strese ve pro-oksidan ksenobiyotiklerin
stotoksitesiyle iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Hazarika et al. (2003), Relyea
(2006) ve Costa et al. (2008)’e gore iribaslar degisen glifosat miktarina karsi
oksidadif strese girmislerdir ve GST konsantrasyonu kontrol grubuna kiyasla
onemli derece diismiistiir. Luschchok et al. (2009)’un ¢alismasina gore bu sekilde
zehirlenen ve oksidadif strese maruz kalan baliklarda GST aktivitesi %29-34
oraninda azalmaktadir (Lajmanovich et al. 2011).

Plasental glutatyon S-transferaz (GST-m) enzimi zamaninda dogum yapmis
hastanin plasentasindan alinarak glutatyon-agaroz affinite kolonu yardimiyla
saflagtirillmistir. GST-n 2,628 umol/mg dk spesifik aktivite ve % 0,5 verimle 16 kat
saflastirilmistir. Enzimin substrati olan glutatyon (GSH) igin Kv degeri 2 mM, Vmax
degeri 11,1 EU/mg dk; kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) igin Km degeri 0,55mM,
Vmax degeri 35 EU/mg dk olarak bulunmustur. Saflastirilan enzimin aktivitesi {izerine
ilaglarin etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan calismalarda antibakteriyel bir ilag

olan Ampisilinin, enzim aktivitesini %50-55 oraninda inhibe ettigi gozlenmistir
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(Celik ve ark. 2003).

Agir metal atiklari, bulundugu ortamlarindaki baliklar {izerinde,
konsantrasyonlarina bagli olarak toksik etki yaparlar. Bazi agir metaller (krom,
kadmiyum) besin zincirleriyle girdikleri canli biinyelerinden atilamadiklari igin
baliklarda fizyolojik olarak birikime neden olurlar ve biinyede belirli sinir
konsantrasyonlarin agilmasi halinde toksik etki yaparlar ve hatta O6liime neden
olabilirler. Bu birikim baliklarin kan parametrelerine de etki eder ve fizyolojik

bozukluklara neden olur (Sehgal and Saxena 1986).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Calismamizda kullanilan standart serum albumin, N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), indirgenmis glutatyon (GSH), akrilamid, N,N’-metilen
bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250, p-merkaptoetanol, brom timol mauvisi,
sodyum dodesil siilfat (SDS), Glutatyon Agaroz Sigma Chemical Comp.’den;
sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum asetat, sodyum Klordir,
hidroklorik asit, sodyum azotlr, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat, potasyum
asetat, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat, izopropanol E. Merck AG’den

temin edildi. Calismada kullanilan antibiyotikler ise piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. Faydalanilan alet ve cihazlar

Calismamiz esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmustir.

Alet ve Cihazlar Markasi

Santrifij ThermoSL 16R
Spektrofotometre SHIMADZU (UV-1800)
pH Metre [noLab pH-

Meter CG840 Elektroforez tanki Consort EV265
Peristaltik pompa GILSON

Karistiric1 (Shaker) COMBI-Shaker
Karistirict (Vorteks) WiseMix

Karistirict (Shaker) IsoLab

Hassas terazi OHAUS pioneer
Magnetik karigtirict BioCote

Saf su cihazi Ultra Pure (Typl) Water
Gii¢ kaynagi 1-Bio Rad Power Pac 3000
Corporation EC Buzdolaplari Arcelik

Derindon durucu (-20°C) Arcelik

18



(Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize sudur.

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmalari

Cozelti hazirlamak amaciyla saf su kullanilmastir.

3.1.3.a. Aktivite ol¢iimiinde kullamlan ¢ozeltiler

1. 0,5 M KH2PO4 (pH:7,4): 13,6 g KH2POy4 tartilarak 180 mL saf su icinde

¢oziildii ve pH 7,4’e getirildi. Hacmi saf su ile 200 mL’ye tamamlanda.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 122,0 mg GSH (0,4 mmol) alinarak bir miktar saf

suda ¢ozildu ve hacim saf su ile 20 mL’ye tamamlandi.

3.25 mM CDNB Cozeltisi: 0,101 g 1-kloro 2,4 dinitrobenzen (0,5 mmol)
almarak 8 mL %95°lik etanol ¢ozeltisi i¢erinde ¢oziildii ve hacmi saf su ile 20

mL’ye tamamlandi.

3.1.3.b. Solungag¢ dokusundan homojenat hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Tris-HCI 50 mM (pH: 7,4) Tamponu: 0,3 g Tris 40 mL su iginde ¢6zuldi

daha sonra pH’s1 7,4’e ayarlandi ve hacmi saf suyla 50 mL’ye tamamlanda.

3.1.3.c. Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1. Dengeleme Cozeltisi : 10 mM KH2PO4 ve 150 mM NacCl, (pH:7,4) 0,34 g
KH2PO4 (2,5 mmol) ve 2,15 g NaCl alinarak 200 mL suda ¢oziilip pH 7,4’e
getirildikten sonar hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2. Elisyon Cozeltisi: 1,4 mM 2- merkaptoetanol iceren 50 mM Tris-HCI 2,5
mM, 5 mM ve 10 mM GSH cozeltisi, 50 mM Tris- HCI ¢0zeltisi (pH: 9,5)
icerisinde kat1 olarak GSH coziilerek 10 mM’ Iik GSH c¢ozeltisi hazirlandiktan
sonra 3 tiipten olusan gradient olusturuldu ve diisiik konsantrasyondan baslanarak

sirayla afinite kolonuna uygulanip eliiatlar alindi.
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3. Borat Tamponu (0,1 M H3BO3ve 0,5 M NaCl, pH:8,5): 0,31 g HsBOz ve
1,46 g NaCl alinarak 40 mL saf su da ¢oziiliip, pH 8,5’e ayarlandiktan sonra hacim

saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

4. Asetat Tamponu (0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NaCl, pH:4,5) : 0,41 g
NaCHsCOO ve 1,46 g NaCl alinarak 40 mL saf su da c¢oziiliip pH:4,5’e

ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

5. %0,02 NaNs3 c¢ozeltisi (Kromatogrofi kolonunu bakterilerden korumak igin
kullanilan ¢6zelti): 20 mg NaN3 alinarak bir miktar saf suda ¢oziildii ve hacmi saf

su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.d. Protein tayini icin (Bradford yontemiyle) kullanilan c¢ozeltiler

1. CoommassieBrillant Blue ¢ozeltisi: %95 ‘lik etanol igerisinde 100 mg
CoommassieBrillant Blue G-250 reaktifi ¢Ozuldikten sonra 100 mL %95 ‘lik

H3PO4 eklendi ve saf su ile bir litreye tamamlandi.

3.1.3.e. Elektroforez i¢in kullamilan ¢ozeltiler

1. 1 M Tris-HCI (pH: 8,8) : 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 mL suda
¢oziildii ve pH metre ile pH:8,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100

mL’ye tamamlandi.

2.1 M Tris-HCI (pH: 6,8) : 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 mL suda
¢oziildii ve pH metre ile pH:6,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100

mL’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid Cozeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g
bisakrilamid tartildiktan sonra tiizerine 34,6 mL saf su eklenerek ¢ozildu.

Hazirlanan ¢ozeltiye saf su eklenerek son hacmi 50 mL elde edildi.

4. SDS Cozeltisi (%10’luk) : 1 g sodyum dodesil 9 mL saf su icerisinde

cozllerek hacmi 10 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.
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5. Amonyum Persilfat Cozeltisi (%10’luk): 1 g sodyum amonyum persiilfat

reaktifi tartildiktan sonra 9 mL saf suda ¢6zildi ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

6. Yurutme Tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol)
tartilarak 450 mL suda ¢oziildii. Onceden hazirlanmis olan %10’luk SDS
cozeltisinden 5 mL eklenerek ¢ozelti pH’1 8,8‘¢ ayarlandi. Ayarlanma

tamamlandiktan sonra ¢ozeltinin toplam hacmi saf su ilavesi ile 500 mL olarak elde

edildi.

7. Ornek Tamponu: Onceden hazirlanan pH’1 6,8 olan 1 M derisimdeki 0,65
mL Tris-HCI c¢ozeltisinden, 1 mL %100 ’lik gliserinden, 1 mL %10 ’luk SDS
cozeltisinden ve 1 mL %0,1°lik bromtimol mavisi ¢6zeltisinden alinip karigtirildiktan
sonra ¢Ozeltinin toplam hacmi saf su ilavesi ile 10 mL olacak sekilde tamamlandi.
Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numuneye karsilik 50 pl B-merkapto etanol
ilave edildi.

8. Sabitlestirme Cozeltisi: Jel de yiiriitilen proteinleri sabitlestirmek
amaciyla %40 su, %50 izopropanol ve %10 TCA (Trikloro asetik asit) iceren bir

karisim hazirlandi.

9. Jel boyama Cozeltisi: Ceker ocak icerisinde 40 mL saf su, 50 mL metil
alkol ve 10 mL asetik asit karistirildi. Bu soliisyon igerisine 0,1 ¢

CoomassieBrillant Blue R-250 reaktifi tartilip eklendi ve ¢oziilmesi saglandi.

10. Jel Yikama Cozeltisi: 40 mL su, 50 mL metanol ve 10 mL asetik asit

karistirilarak hazirlandi.

11. % 0,1’lik Bromtimol Mavisi Cozeltisi: 0,1 gram indikator 0,01 M 16 mL

NaOH igerisinde ¢6zildu ve hacmi saf suyla 100 mL ye tamamlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Glutatyon S-transferaz enziminin aktivite tayini

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi bir glutatyon molekili ile bir aromatik
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elektrofilin konjugasyonunu katalizler. En sik kullanilan aromatik elektrofil 1-
kloro- 2, 4- dinitrobenzen’dir. Bu substratin kullanilmasiyla olusan dinitrobenzen 5-
glutatyon (DNB-SG) iiriinii 340 nm’de maksimum absorbans gosterir (Sekil 3.1).
Boylece bu dalga boyundaki absorbans artisindan yararlanilarak aktivite 6l¢iimii

yapilabilir. Caligmalarimizda bu aktivite 6l¢lim metodu kullanildi.

GSH’1n yoklugunda, CDNB hizl1 bir sekilde glutatyon S-transferazi inaktive
eder. Bu sebepten reaksiyonun CDNB ile baglatmamak gerekir.

Aktivite 6lgimi icin toplam hacim 1 mL olacak sekilde karisim hazirlandi.
(Cizelge 3.1) Kuvetler spektrofotometreye yerlestirilip okuma baslatildi.
Kronometre kullanilarak baslangicta ve yarim dakikada bir olmak iizere ii¢ dakika

sliresince absorbans degerleri dl¢iiliip kaydedildi (Habig et al.1974).

Cizelge 3.1. GST enzimini aktivite 6l¢iimiinde kullanilan prosediir.

Kiivet Icerigi Kor Numune

0,5 M aktivite tamponu 200 pL 200 pL
25 mM CDNB 20 pL 20 pL
20 mM GSH 50 pL 50 uL

Saf su 730 pL 700 pL
Enzim numunesi - 30 pL

Bir enzim Unitesi bir dakikada, 25°C’de ve pH 7,4’de 1 pmol substrati iiriine
doniistliren enzim aktivitesi olarak tanimlanir.

Enzim tinitesi asagidaki formiile gore hesaplandi.

EU: 1 ml’deki enzim iinitesi
AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi
9,6: 340 nm’de 1 mM DNB-SG’nin ekstinksiyon katsayisi
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VT: Olgiimiin yapildig1 kiivetin toplam hacmi
VE: Olgiim yapilan kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnekler i¢in kullanilir)
3.2.2. Protein Tayini

3.2.2.a. Kalitatif protein tayini

Bu tayin, 280 nm’de proteinlerin yapisindaki triptofan ve tirozin
aminoasitlerinin maksimum absorbans gostermesine baghdir (Segel 1968).
Kromatografi iglemi sonrasi toplanan fraksiyonlar kuvarz kiivetlere alinarak,

absorbanslar1 spektrofotometrede kore (eliisyon tamponuna) karst okundu.

3.2.2.b. Bradford yontemiyle protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim ve homojenattaki protein
miktarlar1 bu yontemiyle bulundu. Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Boyanin proteine baglanmasi ¢ok hizli gergeklesir. Protein-boya
kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmas1 biiyiik bir avantajdir. Kullanilan bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).

Protein tayin islemlerindeki prosediir su sekildedir; 1mL'sinde 1 mg protein
iceren standart homojenat ¢ozeltisi tiiplere sirasi ile 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100 pL olacak sekilde konuldu. Tiim tiipler saf su ile birlikte toplam hacmi 100
pL'ye tamamlandi. Tiplere 4,9 mL renklendirici eklendi ve vorteks ile birlikle
karistirildi. Inkiibasyonda 10 dakika bekletilmesinin ardindan 595 nm'de 2 mL'lik
kiivetlerde kore karsi absorbans degerlerine bakildi. Karigimin i¢inde 4,9 mL
renklendirici ve kor olarak 100 pL saf su vardi ve absorbans degerlerine denk olan
mg protein degerleri, standart grafik olarak ¢izildi. Numune ¢alismalar i¢in, 10 kat
seyreltilmis solunga¢ homojenati ve afinite kromatografisinden eliie edilen
saflagtirilmis enzim c¢ozeltilerinden ayni sekilde tiipler hazirlandi. Vorteks ile
karigtirilan tiipler 10 dakikaligina inkiibasyona birakildi. Absorbans degerleri 595
nm'de okundu. 3 defa tekrarlanan bu islemde 3 farkli Ol¢iim elde edilmistir ve bu

Olglimlerin aritmetik ortalamalar1 alinmistir. Protein miktarlar1 standart grafik
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sayesinde belirlenmistir.

3.2.3. Van Goélii inci Kefali Bahg solunga¢ dokusundan GST enziminin

saflagtirilmasi

3.2.3.a. Solunga¢ dokusunun temini ve homojenat hazirlanmasi

Van géliinden elde edilen baliklar (Inci Kefali) soguk zincir kurallarina gore
Agr1 Ibrahim Cegen Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarina getirildi ve -80
°C’de muhafaza edildi. Baliklarin solungaglari ayrildiktan sonra kiigiik parcalara
ayrildi, daha sonra sivi azot ile hiicre zarlar1 parcalandi ve homojenat tamponunda
siispanse edildi. Homojenat karigim tiilbentle siiziildiikten sonra 12.500 rpm’de 1
saat santrifuj edildi ve ¢okelti atildi. Boylece homojenat elde edildi. Bu islemlerin

tiimii yaklasik +4 °C de gergeklestirildi.

3.23.b. GST enzimi icin afinite jelinin hazirlanmas1 ve GST enziminin

saflastirilmasi

Enzim saflastirmada en ¢ok kullanilan ve bizim de kullandigimiz yontem
afinite  kromatografisi yontemidir. Glutatyon-Agaroz jeli 1 gram tartilarak
safsizliklar1 uzaklastirmak icin 200 mL saf su ile birka¢ kez yikandi. Yikama
sirasinda jel bu sekilde sisirilmis oldu. Hazirlanan jel, kapali bir sistem olan 1x10
cm'lik kolona paketlendi. Jelin ¢okiisii ile birlikte peristaltik pompa ve dengeleme
tamponu yardimi ile dengelendi. Eliiat ve tamponun 280 nm'de absorbans
edilmesinden ya da pH'larmin esitlenmesinden kolonun dengelenmis oldugu
farkedildi. Boylece afinite kolonu hazirlandi (Giivercin et al. 2008; Toribio et al.
1996).

Onceden hazirlanan homojenat dengelenen Glutatyon Agaroz afinite
kolonuna uygulandi. Bunu takiben kolondan 10 mM KH:PO4 ve 0,1M KCI, pH:8
gegirilerek yikandi. Bu yikama, spektrofotometrede takip edilerek absorbans
degerlerinin kore esit olmasiyla belirlendi. Sonra 10 mM GSH igeren 50 mM K-
Fosfat (pH=7,5) tamponuyla gradientli eliisyon yapildi. Fraksiyon toplayici
yardimiyla eliiatlar 1,5 mL halinde tiiplere alindi ve 340 nm’deki aktivitelerine
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bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20 mL/saat’e ayarlandi.

Aktif eliisyonlar sonraki ¢caligmalar i¢in birlestirildi.

3.2.4. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

Saflastirilan enzimin saflik derecesinin kontrol edilmesi amaciyla % 3-
15 kesikli SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna
gore uygulandi (Laemmli 1970).

[k olarak elektroforez plakalar1 yikandi. Diiz bir plaka ile kenarlarda aralik
olusturmay1 saglayacak bir plaka list iiste koyularak kiskaclar ile sabitlestirildi. Bu
plakalar sizdirma dnleyici siinger iceren jel hazirlama kabinine yerlestirildi. Ayirma
jeli hazirlandiktan sonra enjektdr yardimu ile iki plakanin arasina iist kesimde 5 cm
kalincaya kadar dolduruldu. Jelin donmasi i¢in iki saat beklendikten sonra ayirma
jelinin katiligi kontrol edilip yigma jeli hazirlandi. Hazirlanan jel iist bolgedeki
boslugu dolduracak sekilde koyuldu ve orneklerin uygulanacagi kuyucuklarin
olusturulmas1 amaci1 ile tarak yerlestirildi. Kuyucuklarin olusmasi i¢in jelin
katilasmasi beklenirken kurumanin 6nlenmesi amaciyla islak siizge¢ kagidi ile
sistemin Ustii kapatildi. Katilasmanin ardindan tarak yavas ve dikkatli sekilde
cikartildi. Kuyucuklara eklenecek hacim 50 pL olacak sekilde enzim 6rnegi ile bire
bir oranda dnceden hazirlanmis olan 6rnek tamponu eklendi. Inkiibasyon icin iic

dakika sicak su banyosunda bekletildi.

Elektroforez tankinin alt ve {list kismina yiiriitme tamponu doldurultuktan
sonra enzim Ornekleri ve standart proteinler numune kuyucuklarina yiiklendi.
Elektroforez tanki kapatildiktan sonra alt kismindan (+) anot, tist kismindan da (-)
katot yerlestirildi. [lk olarak 80 voltta 30 dakika Ornegin yiiriimesi beklendikten
sonra Ornek ayirma jeline kadar ulasti. Bu asamanin ardindan gerilim 120 volt’a

yukseltilerek drneklerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yirattlmesi strdaruldi.

Orneklerin jel {izerindeki ilerlemesi 6rnek tamponuna ilave edilmis olan
brom timol mavisi ile sagland1. Orneklerin yiiriitiilmesi tamamlandiktan sonra akim
kesildi ve plakalar arasindaki jel yavas ve dikkatlice ¢ikarildi. Jel, sabitlestirme

cozeltisinde 20 dakika bekletildikten sonra boyama ¢ozeltisi igerisinde calkalayici
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lizerinde 2 saat inkiibe edildi. Jelin boyanmasindan sonra boyama c¢ozeltisinden
cikarilip yikama ¢ozeltisine koyuldu. Protein bantlar1 belirginlesip, rengi agilana

kadar yikanan jel, calkalayicidan ¢ikartildi ve fotografi ¢ekildi.

Cizelge 3.2. Elektroforez jellerinin hazirlanmasi.

Yigma jeli: 5 mL 1 M Tris-HCI pH:8,8, 4,4 mL %30’luk akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,2 mL %0,1’lik SDS, 0,13 mL %5’lik TEMED (N,N, N’,N’-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 mL saf su karistirildi. Bu karisimin {izerine en
son olarak 0,27 mL %5’lik PER [amonyum persiilfat, (NH4)2S20s] eklendi.

Ayirma jeli: 0,41 mL 1 M Tris-HCI pH:6,8, 0,44 mL %30’luk Akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,03 mL %0,1’lik SDS, 0,03 mL %5’lik TEMED ve 2,45 mL saf su
karistirildi. Bu karisimin iizerine en son olarak 0,07 mL %5’lik PER eklendi

3.3. Van Gélii inci Kefali Bahg1 Solunga¢c Dokusundan Saflastirilan GST

Enzimi ile Tlgili Yapilan Karakterizasyon Calismalari

3.3.1. Van Gélii Inci Kefali Bahig solungacinden saflastirilan GST enziminin

molekul kitlesinin SDS-PAGE ile tayini

Molekiil agirligi tayini Laemmli (1970) metodu kullanilarak yapildi.
Oncelikle standart protein olarak, 170 kDa 130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 40
kDa, 35 kDa, 25 kDa,’lik  proteinler kullanildi. Van Golii Baligi solungaci igin
elektroforez islemleri uygulandi. Sonrasinda R¢-log Ma grafigi, standart proteinlerin
Rf degerlerinin hesaplanmasi ile ¢izildi. Balik solungacindan saglanan GST
enziminin R degeri hesaplandi. Bu degerlerin standart grafikte yerine konulmasiyla
log Ma degeri tayin edildi. Antilogaritmasi alinarak numunenin molekiil agirligi

tespit edildi. Proteinlerin Rrdegerleri su formiiliin kullanilmasiyla belirlenmistir;

Rf = Xe
= Xboya
formuld ile belirlendi.
Xe = Proteinin yurime mesafesi Xboya= Boyanin yiiriime mesafesi
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3.3.2. GST enzimi i¢in optimum pH’nin belirlenmesi

Van Gélii Inci Kefali Balig1 solungacindan GST enziminin optimum pH’sin1
belirlemek i¢in pH’s1 5,0-8,0 araliginda degisen K-Fosfat tamponu hazirlandi.

Uygun substrat ¢ozeltisi ile tamponda enzim aktivitesi belirlendi.

3.3.3. GST enzimi icin optimum iyonik siddetin belirlenmesi

Van Golii Inci Kefali Balig1 solungact GST enziminin optimum aktivite
gosterdigi iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda K-Fosfat

tamponlarinda sirayla aktivite 6l¢timii yapildi.

3.3.4. GST enzimi i¢cin optimum sicakhigin belirlenmesi

Van Golii Inci Kefali Baligi solungag GST enziminin optimum sicakligimni
belirlemek amaciyla 0°C ile 70°C arasinda 5’er °C araliklarla aktivite dl¢imi

yapild.

3.3.5. GST enzimi igin stabil pH belirlenmesi

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek icin pH’lar1 5,5-8,0 araliginda
degisen K-fosfat tamponlar1 kullanildi. Bir mL enzim c¢ozeltisi ile belirtilen
pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin bir ml’si karistirilarak +4 °C’de saklandi. Yedi
giin siiresince 24 saat aralikla aktivite olglimii yapildiginda enzimin stabil oldugu

pH degeri tespit edildi.

3.3.6. GSH ve CDNB substratlar1 icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina

yonelik calismalar

Van Golii Inci Kefali Balig1 solungact Glutatyon S-Transferaz enziminin
GSH ve CDNB substratlar1 i¢in Km Ve Vmax degerlerini belirlemek icin sabit GSH
konsantrasyonunda CDNB’nin 5 ayr1 konsantrasyonlariyla aktivite olglimleri
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafikten yararlanarak CDNB icin Kuv ve Vmax degerleri belirlendi. Ayni sekilde
CDNB’nin sabit konsantrasyonunda GSH’in 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite
Ol¢timleri yapilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve GSH i¢in Km V& Vmax

degerleri hesaplandi.
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3.3.7. AI*¥, B*3 Ba*2, Se? iyonlarnmn GST enziminin aktivitesi Uzerine

etkilerinin incelenmesi

Metal iyonlarinin inhibisyon iizerine etkisini degerlendirmek i¢in ilk olarak
sirasiyla metallerin beser farkli derisimlerindeki aktiviteleri dl¢iildii. Inhibisyon
olmayan kosuldaki aktivite degeri %100 olarak kabul edildi ve inhibitor bulunan
ortamlarda aktiviteler bagil yiizde olarak belirlendi. Inhibitdr konsantrasyonuna
kars1 gelen aktivite ylizdelerinin grafikleri ¢izildi. Enzim aktivitesinin yariya indigi
inhibitér konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi. Inhibisyona neden olan
iyonlarin K; sabitlerini belirlemek amaciyla Cheng Prusoff denkleminden

yararlanilarak K sabitleri hesaplandi (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

IC50

K= Ty &M
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim ¢oOzeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle belirlendi. Standart grafik boliim 3.2.2.°de anlatildigi gibi hazirlandi.
Homojenat, ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim cozeltilerindeki
kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart
coOzeltilerin ug proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

0,7 7

06 - Y= 0,006X
’ R2=0,987
0,5 -

0,4 1
0,3 1
0,2 1

Absorbsiyon

0,1 1

0 T T T T T 1
0,1 C 20 40 60 80 100 120

Protein Miktar1 (ng)

Sekil 4.1. Proteinlerin Bradford yontemiyle kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik.

4.2. Van Golii Inci Kefali Bahg Solungag¢ Dokusu GST Enziminin

Saflagtirilmasi Sonuclari

4.2.1. Afinite kromatografisi sonuclar:

Hazirlanan homojenat dengelenen Glutatyon Agaroz afinite kolonuna
yiiklendi. Kolon uygun tamponla yikandi ve enzim gradientli eliisyon yapilarak
11344,83 EU/mg spesifik aktiviteyle %82,25 verimle 1543,51 kat elde edildi.
Saflagtirma basamaklar1 Cizelge 4.1°de gosterildi. Eliie edilen eliiatlardaki aktivite

degerleri dlciilerek Sekil 4.2°deki eliisyon grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.2. Van Goélii inci Kefali Balig1 solungag Dokusu GST Enziminin Glutatyon
Agaroz afinite kolonundan eliisyon grafigi.

Cizelge 4.1. Glutatyon S-Transteraz enziminin saflastirma basamaklari.

Toplam L . | Toplam |Toplam | Spesifik 0
Numune Tirii | Hacim '(A‘Ekl_t;/\r/#l()a (T;O}ﬁ:ln) Protein |Aktivite | Aktivite Ve/roim Slgf::‘ssglrfnma
(ml) Y\ (mg) | (V) | (EUImg) Y
Homojenat 20 240 32,65 653 4800 7,35 100 1
Afinite
.| 6 658 0,058 | 0,348 3948 11344,83 182,25 | 1543,511
Kromotografisi

4.2.2. Van Gélii Inci Kefali Bah@ solunga¢ dokusundan saflagtirilan GST
enziminin SDS- PAGE ile saflik kontrolu

Van Goli  Inci  Kefali Balign solungag  dokusundan  afinite
kromotografisinden elde edilen GST enziminin saflifin1 kontrol etmek i¢in SDS-
PAGE yontemi kullanildi. Bu amacla bolim 3.2.4.°de izah edilen elektroforez
sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildii. Elde

edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.3’te verildi.
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Sekil 4.3. Afinite kromotografisi ile saflastirilan GST enziminin SDS-PAGE ile
saflik kontrolii.
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4.3. Van Gélii Inci Kefali Bahg Solunga¢ Dokusundan Saflastirllan GST

Enziminin Karakterizasyon Calismalarimin Sonug¢lari

4.3.1. Van Goélii Inci Kefali Bahg Solunga¢c GST enziminin alt birimlerinin

SDS-PAGE ile molekul kutlesinin belirlenmesi sonuglari

Afinite kolonundan alman enzim SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra
fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3). Standart proteinlerin ve enzimin jelde yirtdikleri
mesafeler Olcilerek Rs degerleri hesaplandi. Ry degerleri-log M, grafigi cizildi
(Sekil 4.4). Molekl kutlesi ise yaklagik 32,218 kDa olarak hesaplandi.

2,5 - y=-1,1014x+2,2479
R2=0,9625
&
2 -
¥ 15 -
=
00
o
- 1 -
0,5
0 T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Rf

Sekil 4.4. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rs-log Ma grafigi.

4.3.2.Van Golii Inci Kefali Baligi Solungac dokusundan saflastirilan GST

Enzimi i¢in optimum pH bulunmasina yonelik sonuclar

Inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enziminin optimum
pH’sin1 tespiti icn pH degeri 5,0 ile 8,0 arasinda degisen, K-Fosfat tamponlardan
olusan 8 adet cozelti kullanildi. Enzimin her bir tampondaki absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak olgiilerek enzim aktiviteleri hesaplandi. inci Kefali

solunga¢ GST enziminin optimum pH degeri 7,3 olarak belirlendi
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Cizelge 4.2. 100 mM potasyum fosfat tamponu kullanilarak Van Golii inci Kefali
Baligi Solunga¢ GST enziminin optimum pH’sin1 belirlemek igin yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari.

pH Aktivite (EU/ml)
50 0,0346
55 0,0404
6,0 0,0485
6,5 0,0497
7,0 0,0578
7,3 0,0659
7,5 0,0635
8,0 0,048
0,07 -
0,06 -
0,05 -
5 o
=
Z 002 -
= 001 -
0 T T T ]
5 6 7 8 9
pH

Sekil 4.5. Van Gélii Inci Kefali Balig1 solungag GST enzimi igin yapilan optimum
pH calismasinin sonucuna yonelik pH-Aktivite grafigi.
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4.3.3. Van Golii Inci Kefali Bahg Solunga¢ dokusundan saflagtirilan GST

enziminin optimum iyonik siddetinin belirlenmesine yonelik sonuclar

Inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enziminin aktivite
Olciimiinde en uygun iyonik siddetin belirlenmesi i¢in dnceki ¢aligmalar sayesinde
uygunlugu tespit edilen optimum pH’ya sahip fosfat tamponuyla degisik
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler hazirlandi ve farkli KH2POs konsantrasyonlari
kullanilarak enzimin gdosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik olarak
olculdilkten sonra her bir tampondaki enzim aktiviteleri hesaplandi. inci Kefali
solunga¢ dokusundan saflastirtlan GST enziminin iyonik siddet degeri 120 mM
olarak belirlendi (Sekil 4.6 ve Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3. Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag GST enziminin optimum iyonik
siddeti igin KH2PO4 tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari.

[KH,PO] (M) | 0,01 |0,02 |004 |006 008 |010 |012 [014 |016 |08 |0,20

Aktivite
(EU/mI) 0,050 (0,055 |0,064 |0,078 |0,101 (0,107 {0,120 |0,096 |0,092 (0,089 |0,083

0,14 ~
0,12 -+

0,1 -
0,08 -

0,06 -

Aktivite (EU/ml)

0,04 -

0,02 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

K-Fosfat (mM -1)

Sekil 4.6. Degisik konsantrasyonlardaki KH2PO4 tamponu kullanilarak Van Go6li
Inci Kefali Baligi1 solungag GST enzimi i¢in yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi.
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4.3.4.Van Gélii Inci Kefali Balig1 Solungac dokusundan saflastirilan GST enzimi

icin optimum sicaklik belirlenmesine yonelik sonug¢lar

Van Golii Inci Kefali Baligi solungag GST enzimi icin optimum
sicakligini belirlemek tizere optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip (pH
8,0 ve 120 mM) K-Fosfat tamponu kullanildi. 0°C ile 70°C arasinda her 5
°C’de bir olmak iizere aktivite Olgiimleri yapildi. Elde edilen egriler Sekil
4.7°de ve Cizelge 4.4’de gosterildi. Bu calismalar sonucu optimum sicaklik

35°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.4. Van Gélii Inci Kefali Balig1 solungag GST enziminin optimum sicaklig
i¢in aktivite 6l¢lim sonuglari.

Sicaklik (°C) 0|5 |10 | 15 20 (25 |30 | 35 40 45
£ | o v| W o | x| A o™ o Ty
= E S =l 3 | | & 8| s
X2 o| ol ol ol o| o & 4| 4| o
<y
1,4
1,2 1

E 1 -

[

< 4

o 0,8

S i

b 0,6

<
0,4 1
0,2
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Sicakhk(°C

Sekil 4.7. Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag GST enziminin optimum sicakligi
icin sicaklik- aktivite 6l¢iim sonuglar1 gosteren grafik.
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4.35. Van Gélii Inci Kefali Bah@ solunga¢ dokusundan saflastirilan GST

enzimi icin stabil pH bulunmasina ydnelik sonuclar

Inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirlan GST enziminin stabil oldugu
pH’y1 belirlemek icin uygun iyonik siddete sahip degisik pH degerlerinde tampon
hazirlandi. 1/1 oraninda saf enzim ile tampon karistirilarak her giin olmak tizere
aktivite 6l¢iimleri yapildi. Her bir ¢ozelti ile dlgiilen aktivite degerleri belirlendi. Inci
Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enziminin stabil pH degeri pH: 8,0
olarak belirlendi.

Cizelge 4.5. Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag GST enzimi icin 120 mM KH2PO4
tamponu kullanilarak yapilan stabil pH ¢alismasinin sonuglari.

Gin ) _(pHZS.’O) ’ _(pH:7",3) . ng:7--’0)
Aktivite (EU/mL) |Aktivite (EU/mL) |Aktivite (EU/mL)
1 0,041 0,062 0,058
2 0,032 0,044 0,037
3 0,022 0,033 0,024
4 0,032 0,051 0,045
5 0,028 0,050 0,035
6 0,025 0,043 0,030
7 0,023 0,035 0,025
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Sekil 4.8. Degisik pH’lardaki KH2PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak Van Gélii Inci
Kefali Balig1 solunga¢ GST enzimi igin elde edilen stabil pH-zaman grafigi.

4.3.6. CDNB ve GSH substratlan icin Ky ve Vi« degerlerinin belirlenmesine

yonelik sonuclar

Van Golii Inci Kefali Bahigi solungag GST enziminin GSH ve CDNB
substratlar1  i¢in Ky Ve V. degerlerini belirlemek igin sabit GSH
konsantrasyonunda CDNB’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite ol¢timleri
yapildi. Elde edilen degerlerle 1/[CDNB]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafikten yararlanarak CDNB i¢in Ky ve V. degerleri belirlendi. Aynmi sekilde
CDNB’nin sabit konsantrasyonunda GSH’in 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite
Olgtimleri yapilarak 1/[GSH]-1/V Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve GSH igin
Km Ve Vi degerleri hesaplandi. Bu galismalar sonucunda CDNB igin Ky degeri
1,0574 mM ve V. degeri 0,0373 EU/mL olarak; GSH igin ise, Ky degeri 0,1590
MM Ve V. degeri 0,0854 EU/mL olarak tespit edildi. Aktivite 6lciimleri optimal
sartlarda gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6-4.7 ve Sekil 4.9-4.10°da

gosterildi.
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Cizelge 4.6. Van Golii Inci Kefali Balig1 solunga¢ dokusu GST enziminin GSH
substrati i¢in Ky, Ve V. degerlerinin bulunmasina yonelik ¢alisma sonuglari.

[GSH] (mM) 20 50 90 125 200
Aktivite (EU/mI) 12 20 31 34 62
60 -
y=1,862x+ 11,71
50 - RI=0,8906
40 -
'::’: 30 *
-
20 -

T T o T T T T 1

-10 -5 0 10 15 20 25
1/GSH

Sekil 4.9. GSH icin Ky, ve V. degerlerinin belirlenmesi igin kullanilan grafik.

Cizelge 4.7. Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag dokusu GST enziminin CDNB
substrati icin Ky Ve V.« degerlerinin bulunmasina yonelik ¢alisma sonugclari.

[CDNB] (mM) 20 50 90 125 200
Aktivite (EU/mL) 10 21 30 66 97
70 -

y =2.8029x + 2.676
R?=0.9784

v

r =0 T T T T 1

10 0 5 10 15 20 25
1/CONE

Sekil 4.10. CDNB i¢in Ky, ve Vs degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik.
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4.4. Van Gélii Inci Kefali Bahg Solunga¢ Dokusundan Saflastirllan GST

Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gosteren Metal Iyonlar1 Icin ICsp Ve Ki

Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalarin Sonuclar:

Calisilan agir metaller arasinda Van Gélii Inci Kefali Balig: solungag GST

enzimi Uzerine inhibisyon etkisi gosterenler icinde en az 5 farkli metal ile ¢aligildu.

ICso Ki Degerleri
Metal GST
B*? 0,100 0,0040
Ba" 0,082 0,0032
Al 0,072 0,0028
Se? 0,083 0,0033

45. Van Gélii Inci Kefali Balig Solunga¢c Dokusundan Saflastirllan GST

Enzimi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Etkilerinin Belirlenmesine Yénelik

Calisma Sonug¢lar

+3 .
Cizelge 4.8. B iyonunun Van Golii Inci Kefali Baligi Solungag GST enzimi

aktivitesi Uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,05 53,40
0,10 46,52
0,15 35,40
0,20 25,00
0,25 20,10
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y= 100645

100 A
R?=0,939

90
80 -
70 -
60
50 7
40
30
20 7
10

% Aktivite

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 0,3

inhibitor mM

: +3
Sekil 4.11. Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag GST enzimi lzerine B iyonunu

inhibisyon etkisini gosteren grafik.

+2 .
Cizelge 4.9. Ba iyonunun Van Go6li Inci Kefali Baligi solungag GST enzimi
aktivitesi tizerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,05 72
0,10 50,3
0,15 29,3
0,20 21
0,25 10
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100 4
90 -
80 -
70
60 -
50 A

% Aktivite

40
30 A
20 7
10

y= 100e-841x

0 0,05

0,1

0,15 0,2 0,25

inhibitor mm

0,3

. +
Sekil 4.12. Van Go6li Inci Kefali Baligi solungag GST enzimi (zerine Ba

inhibisyon etkisini gosteren grafik.

2
iyonunu

+3 .
Cizelge 4.10. Al iyonunun Van Goli Inci Kefali Baligi solungag GST enzimi

aktivitesi Uzerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,05 68,70
0,10 58,30
0,15 40,20
0,20 18,70
0,25 4,80
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y= 100e94x

% Aktivite

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03

inhibitor mMm

. +3
Sekil 4.13.Van Goli Inci Kefali Baligi solungag GST enzimi lzerine Al iyonunu
inhibisyon etkisini gosteren grafik.

2 .
Cizelge 4.11. Se iyonunun Van Goli Inci Kefali Baligi solungag GST enzimi
aktivitesi izerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,10 92,6
0,15 68,3
0,20 43
0,25 23,3
0,30 6,6
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100 4
90 -|
80 7 y= 100e-828x

70 -

60 |

50 -

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

inhibitér mmM

. -2
Sekil 4.14. Van Golii Inci Kefali Baligi solungag GST enzimi (izerine Se iyonunu
inhibisyon etkisini gosteren grafik.

4.6. Van Gélii Inci Kefali Balig Solunga¢c Dokusundan Saflastirllan GST
Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gosteren Pestisitler icin 1Cs; Ve Ki

Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalarin Sonuclari

Pestisit ICs0(mM) Ki Degerleri (mM)
Oxamyl 0,062 0,0024
Diniconazole 1,604 0,0644
Carbofuran 0,0415 0,0016
Tebuconazole 0,056 0,0022
Atrazine 0,750 0,0301

Cizelge 4.12. Oxamyl pestisitinin Van Golii inci Kefali Balig1 solungag GST enzimi
aktivitesi tizerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,051 79,7
0,068 60,9
0,085 46,0
0,112 27,5
0,119 17,4
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y=100e-112x

2
100 4 R*=0,818

90 A
80 - .
70 -

50 1 .
40 -
30 7
20 1 .
10

0 T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

% Aktivite

inhibitér mm

Sekil 4.15. inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enzimi iizerine
Oxamyl pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren 1Cso grafigi.

Cizelge 4.13. Diniconazole pestisitinin Van Golii Inci Kefali Baligi solungag GST
enzimi aktivitesi tizerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,455 97,1
0,682 92,7
0,910 66,6
1,135 63,7
1,365 46,3
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100
90
80
70
60
50

% Aktivite

40
30
20
10

y=100e 043«

0,2 0,4 0,6

0,8 1,2 1,4 1,6

inhibitér mm

Sekil 4.16. inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enzimi iizerine
Diniconazole pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren 1Cso grafigi.

Cizelge 4.14. Carbofuran pestisitinin Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag GST

enzimi aktivitesi Uzerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,025 91,2
0,033 73,6
0,045 47,2
0,056 38,4
0,067 26,3
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100 4 y= 100e-16.6x

80 -
70 A
60 -
50 A
40 1
30 1 .
20 1
10
0 . . . . . . . .
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

% Aktivite

inhibitor mm

Sekil 4.17. inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enzimi iizerine
Carbofuran pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren ICso grafigi.

Cizelge 4.15. Tebuconazole pestisitinin Van Goélii inci Kefali Balig1 solungag GST
enzimi aktivitesi Uzerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,016 82,4
0,032 68,1
0,048 60,4
0,064 50,5
0,081 31,8
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100 4 y = 100e-123
90 -
80
70 A
60 -
50

% Aktivite

40

30
20
10

0 T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

inhibitér mMm

Sekil 4.18. inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enzimi iizerine
Tebuconazole pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren 1Cso grafigi.

Cizelge 4.16. Atrazine pestisitinin Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag GST enzimi
aktivitesi tizerine etkisi.

Konsantrasyon mM % Aktivite
0,00 100
0,57 75,8
0,86 53,8
1,15 42,8
1,43 31,8
1,72 13,1
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100 4
90 -
y=100e092¢
80 -
70 -
60 -

50 -

% Aktivite

40
30

20
10

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

inhibitor mM

Sekil 4.19. inci Kefali solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enzimi iizerine
Atrazine pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren 1Cso grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Glinlimiiz diinyasindaki niifus artisi, hizli kentlesme ve teknolojik gelismeler
cevre kirlenmesine neden olmaktadir. Bu da basta insan olmak tiizere tiim canlilar
icin tehditler olusturmaktadir. Canli organizmalarda bu tehditlere karsi viicudun
savunma sisteminde yer alan bircok enzim bulunmaktadir. Bunlarin en
onemlilerinden biri ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumlu olan glutatyon

S-transferaz enzimidir.

Glutatyon S-transferaz metabolizmada birkag mekanizmayla beraber
ksenobiyotiklerin uzaklastiritlmasini saglayan ¢ok énemli bir role sahiptir. Bu enzim
elektrofilik ksenobiyotiklerin, indirgenmis glutatyonla (GSH) konjugasyonunu
gerceklestirerek inaktif hale getirdikten sonra viicuttan atilmalarini saglamaktadir

(Guvercin et al. 2008).

Canli sistemine giren =zararli maddeler metabolizmada savunma
mekanizmasiyla karsilagirlar. Savunma sistemi faz I, faz II ve faz III olmak {izere 3
basamaktan olusur. Faz II’ reaksiyonlarinda gorev yapan onemli enzimlerden bir
tanesi Glutatyon S-Transferaz enzimidir. GST’ler ksenobiyotik metabolizmasinin
onemli enzimlerinden biridir ve genis spektrumda substrat spesifitesine sahiptir. Bu
ozelligiyle GST endojen ve eksojen kimyasallara maruz kalan organizmada
savunma gorevi Ustlenir. Bu enzim toksik bilesiklerin elektrofilik bolgelerini
indirgenmis glutatyonun —SH grubuyla etkisizlestirir. Uriin olarak suda ¢dziinen
merkapturik asit (N-asetil-S-arilsistein) olusur ve viicutdan idrarla atilir. GST’ler
ince bagirsak, kalin bagirsak, bobrek, akciger, kas, plesanta ve 6zelliklede solungag

gibi organlarin sitozol ve memranlarinda bulunurlar (Hayes et al. 2005).

Enzimin birgcok formunun saflagtirllmasi ve bu formlarin yapisal
Ozelliklerinin incelenmesiyle i¢ ice gecmis substrat spesifitelerinin oldugu
anlasilmistir (Pabst et al. 1973; Askelof et al. 1975). Enzimin smiflandirilmasinda
proteinin fiziksel ve yapisal oOzellikleri esas almmistir. Bunun disinda GST
bakterilerden, bitkilere, baliklara ve memelilere kadar bir¢ok canlidan saflastiriimas,
karakterize edilmis ve enzimin aktivitesi lizerine kimyasallarin, metallerin ve

pestisitlerin etkileri incelenmistir.
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Bu calismada zehirsizlestirme reaksiyonlari ig¢in son derece Onemli olan
glutatyon S- transferaz enziminin endemik bir tir olan Van Géli inci Kefali
Baliginin solungag hiicrelerinin sitozoliinden afinite kromotografisi teknigi ile
saflagtirilmasi, karakterizasyonu, bazi kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi, bazi metal
iyonlarmin ve pestisitlerin enzim aktivitesi iizerine etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amacgla Van goliinden elde edilen baliklar soguk zincir
kurallarina gore Agr1 Ibrahim Cegen Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarina
getirilmis ve baliklarin solungaglar1 ayrildiktan sonra kiiglik pargalara ayrilarak

homojenizasyon yontemlerinden en etkili olan siv1 azot ile par¢alanmistir.

Tulbentle stzuldiikten sonra hazirlanan homojenat uygun tampon igerisine
alinip 12500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij ile ¢oktiiriilen hiicre atiklari
atilarak siiziintii dengelenen Glutatyon agaroz afinite kolonuna yiiklenerek enzimin

saflastirilmasi gerceklestirilmistir.

GST’lerin saflagtirilma igsleminde Glutatyon-agaroz afinite kolon ligandi
olan glutatyona GST’nin afinitesinin yiiksek olmasi nedeniyle etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Saflagtirma isleminde sadece bir kromatografi tekniginin
kullanilmis olmasi, saflagtirma siiresinin az olmasi ve saflastirma esnasinda aktivite
kaybmin diisiik olmasi gibi avantajlar saglamaktadir. Bu saflagtirma prosediirii
sayesinde GST enzimi ¢ok kisa bir siirede 11344 EU/mg protein spesifik
aktiviteyle, %82,25 verimle 1543,51 kat saflastirilmistir.

Literatiirler incelendiginde, Huang et al. (2008)’un bir balik tiiriiniin
(monopterus albus) solungacindan GST enzimini glutatyon-sepharose 6B afinite
kolonu ile saflastirip karakterize ettigi goriilmiistiir. Enzimi 13,07 EU/mg spesifik
aktiviteyle %14 verimle 300 kat saflastirmislardir. Yine benzer bir c¢aligmada
Gokkusag: alabaligi eritrositlerinden GST enzimi 16,54 EU/ mg protein spesifik
aktiviteyle %59 verimle 11026 kat saflagtirtlmistir (Comakli 2011).

Yapilan bir ¢alismada insan eritrositlerinden GST enzimi glutatyon agaroz
afinite  kromatografisi yontemi kullanilarak 16,00 EU/mg protein spesifik
aktiviteyle, %80 verimle ve 1143 kat saflagtirilmistir (Erat ve Sakiroglu 2012).
E.coli’den yapilan bir ¢alismada ise GST, %11 verimle 800 kat saflastirilmigtir
(Arca ve ark.1990).
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Yapilan bagka bir ¢alismada GST enzimi maruldan (Lactuca sativa’dan)
DEAE- sephacel ve glutatyon-sepharose kolon kromatografisi olmak (zere 2
basamakta %9,6 verimle yaklasik olarak 403 Kkat saflastirilmistir. Yapilan bazi
calismalarda ise en az 3 basamaktan olusan saflastirma teknikleri kullanilmistir.
Omegin GST enzimi insan trombositinden saflastirilmistir. Saflastirma isleminde
CM-seltloz, Sephadex G-75, Afinite kromotografisi, Amonyum sulfat ¢oktirmesi
yontemleri kullanilmistir. Enzim 7,5 EU/mg spesifik aktiviteyle 1071,4 kat
saflagtirtlmistir (Loscalzo ve Freedman 1986). Daha Once yapilan caligmalarla
kiyaslandiginda GST enzimini oldukga yiksek spesifik aktiviteyle ve verimle elde

etmis oldugumuz goriilmektedir.

Glutatyon  S-transferaz  enzimi i¢in  yaptigimiz  karakterizasyon
calismalarinda enzimin optimum pH’s1 K-fosfat tamponuyla 7,3 olarak belirlendi.
Huang et al. (2008) bir balik tiri olan (monopterus albus) solungacindan
saflastirdiklart GST enzim aktivitesinin maksimum oldugu pH’y1 7,0-7,5 olarak
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte Hamed ve ark. (2004) yaptiklari bir ¢alismada
glutatyon S-transferaz enzimini Tilapya (Oreochromis niloticus) baliginin

solungacindan saflastirilip enzimin optimum pH’sini1 8,0 olarak belirlemislerdir.

E.coli ekstraktlarindan GST enziminin saflastirildig1 bir ¢alismada enzimin
optimum pH’s1 7,0 olarak belirlenmistir (lizuka et al. 1989). Bu calismalardan da
anlagilacagi gibi farkli kaynaklardan saflagtirilan Glutatyon S- transferaz enziminin
optimum pH’s1 7,0-8,0 arasinda degismektedir. Calismamiz sonucunda buldugumuz

optimum pH literaturlerle uyumludur.

Van Golii Inci Kefali Baligmin solunga¢ dokusundan saflastirilan GST
enziminin maksimum aktivite gosterdigi iyonik siddet optimum pH’da Fosfat
tamponunda 120 mM olarak belirlenmistir. Van Gélii inci Kefali Baligmin solungag
dokusundan elde ettigimiz GST enziminin stabil pH’sin1 belirlemek amaciyla, fosfat
tamponu alinan enzimlerde 7 giin siireyle aktivite Ol¢timii yapilmistir. Van Golu
Inci Kefali Balig1 solungac1 GST enziminin fosfat tamponu pH 8,0 de stabil oldugu,

goriilmiistir.
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Enzimlerin aktiviteleri belirli bir sicakliga kadar genellikle artar ancak
sicaklik artirilmaya devam ettiginde aktivite azalir hatta yiiksek sicakliklarda
enzimler denatiire olurlar. Sekil 4.7°da 60°C’den sonra enzimin hemen hemen
aktivitesinin tamamini kaybettigi goriilmektedir. Yaptigimiz calismada Van Golu
Inci Kefali Baliginim solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enziminin aktivitesinin
maksimum oldugu sicakligi bulmak amaciyla 0°C ile 70°C arasinda her 5°C’ de bir

enzim aktivitesi dl¢iilmiis ve optimum sicaklig1 35°C olarak belirlenmistir.

Yapilan c¢aligmalarda Huang et al. (2008) monopterus albus balik

solungacindan saflagtirdigi GST enziminin optimum sicakhgini 35°C, Comakli
(2011) Gokkusag alabalik eritrosit GST enzimi i¢in optimum sicaklik 30°C olarak
bulmuslardir. Goriildiigii gibi elde ettigimiz sonuglarin literatlirle uyumlu olmasi

oldukca 6nemlidir.

Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen GST enziminin molekiil
kiitlesinin belirlenmesi ile ilgili birgok g¢alisma mevcuttur. Ornegin; gdkkusagi
alabalik karacigerinden saflastirlan GST enziminin molekul kutlesi 23 kDa
(homodimer) olarak belirlenmistir (Riol et al. 2001). Buna ek olarak E.coli’den
izole edilen GST enziminin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 22,5 kDa oldugu
bildirilmistir. Bunun yami sira yilan baligi karacigerinden elde edilen GST
enziminin molekiil kiitlesi 22,3 kDa (homodimer) oldugu gériilmiistiir (Novoa et al.

2004).

Van Gélii Inci Kefali Baliginin solungag dokusundan saflastirdigimiz GST
enziminin alt birimlerinin molekdl Kkdatlelerini belirlemek icin denatlre edici
faktorlerin ortamda bulundugu SDS-PAGE yontemi kullanilmistir. Hem enzim
numunesinin hem de standart proteinlerin R; degerleri hesaplanarak Rg-logMa
grafigi ¢izilmistir. Daha sonra standart grafikten faydalanarak Van Golii inci Kefali
Baligi solungag GST enziminin alt birimlerinin molekul kitlesi yaklasik 32 kDa

olarak hesaplanmistir.
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Enzimin aktif bolgesinin yarisinin doldugu andaki substrat konsantrasyonu
olan Km degeri ayn1 zamanda ES kompleksinin ayrisma sabitidir ve enzimin
substrata olan ilgisinin bir gostergesidir. Ky, sabitinin yiiksek olmasi enzimin
substrata ilgisinin az olugu, Ky sabitinin diisiik olmasi ise enzimin substrata
ilgisinin yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Calismamizda Van Gélii Inci Kefali
Balig1 solunga¢ dokusundan saflastirdigimiz GST enziminin GSH ve CDNB
subsratlart i¢in Ky ve V. degerleri belirlenmistir. Bu amagla sabit CDNB
konsantrasyonunda, 5 farkli GSH konsantrasyonu kullanilarak enzim aktiviteleri
Olglilmiis ve Lineveawer-Burk grafigi ¢izilerek bu grafikten GSH subsrat1 igin Ky
sabiti 0,1590 MM, V., degeri ise 0,0854 EU/mL olarak hesaplanmistir. Enzimin
diger substrat1 olan CDNB i¢in ise sabit GSH konsantirasyonun da, 5 farklit CDNB
konsantrasyonu kullanilarak enzim aktiviteleri dlgiilmiis, Lineveawer-Burk grafigi
cizilerek bu grafikten CDNB substrati i¢in Ky, sabiti 1,0574 mM, V. degeri ise
0,373 EU/mL olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuclara gére Van Gélii Inci
Kefali Baligi solungag GST enziminin daha diisiik Ky, sabitine sahip olan GSH

substratina ilgisinin daha fazla oldugu goriilmustiir.

Bir balik tiri olan monopterus albus (Asya bataklik yilan baligi)
karacigerinden saflagtirllan GST enziminin yapilan kinetik ¢alismada enzimin
subsratlar1 olan GSH ve CDNB i¢in Ky, sabitleri sirastyla 0,20 mM, 0,28 mM olarak
Vmax degerleri ise 7,57 EU/mg, 15,68 EU/mg protein olarak belirlenmistir (Huang et
al. 2008). Hamed et al. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada Tilapya (Oreochromis
niloticus) baligi solungact GST enziminin GSH ve CDNB icin Ky, sabitlerini
yaklagik olarak 0,35 mM ve 0,42 mM olarak belirtmislerdir. Gokkusagi alabalik
eritrositlerinden saflastirilan GST enziminin GSH i¢in Ky, sabiti 0,0395 MM, V ax
degeri ise 0,0328 EU/mL olarak hesaplanmis, CDNB icin Km sabiti 0,2590 mM,
Vmax degeri ise 0,0655 EU/mL olarak belirlenmistir (Comakl1 2011).

Literatiirler incelendiginde ¢ogunlukla GST enziminin GSH substrat1 igin
Ky sabitinin diisiik oldugu yani kosubstrati olan GSH’a ilgisinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi GSH’in GST enziminin Kosubstrati

olmasindan kaynaklandig1 disiiniilebilir. Calismamizin sonucu litaratiirlerle
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uyumludur.

Endiistriyel atiklar gibi ¢esitli yollarla yer alti1 sularina, goéllere ve denizlere
karisan kirleticiler (agir metaller, tarim ilaglari, bocek ilaglari, vs.) beslenme yoluyla
canlilar tarafindan metabolizmaya alinmaktadir ve canliyt olumsuz olarak
etkilemektedir. Agir metallere maruz kalmak g¢evresel toksikolojinin 6nemli bir
problemidir. Baz1 metaller ve ilaglar ise canlilar i¢in ¢ok hayati 6neme sahiptir. Agir
metaller ile ilaglarin etken maddesi olan pestisitler atiklarin bulundugu
ortamlarindaki baliklar iizerinde, konsantrasyonlarina bagli olarak toksik etki
yaparlar. Bazi agir metaller (krom, kadmiyum), besin zincirleriyle girdikleri canli
blinyelerinden atilamadiklart i¢in baliklarda fizyolojik olarak birikime neden olurlar
ve biinyede belirli sinir konsantrasyonlarin asilmasi halinde toksik etki yaparlar ve
hatta 6lime neden olabilirler. Bu birikim baliklarda fizyolojik bozukluklara neden
olur (Sehgal and Saxenal986).

Yapmis oldugumuz alismada Van Goli inci Kefali Baligi solungag
+3
dokusundan saflastirilan GST enzimi aktivitesi tizerine aliminyum (Al ), baryum

+2 +3 2
(Ba ), bor (B ) ve selenyum (Se ) iyonlarimnin in vitro etkileri incelenmistir.

+3 +2 -2
Calismamizda Al , Ba , B*ve Se metal iyonlarinin inhibisyon etkisi
gosterdikleri tespit edilmistir. Van Golii Inci Kefali Baligi solungag¢ dokusundan
saflagtirilan GST enzim aktivitesini yartya diisliren inhibitér konsantrasyonu olan
ICso degerlerini belirlemekigin % Aktivite-[1] grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerin
denklemleri yardimiyla 1Csy degerleri hesaplanmistir. Metal iyonlarmin 1Csg
+3 +3 +2
degerleri sirastyla Al iyonu igin 0,072 mM, B  iyonu i¢in 0,200 mM, Ba iyonu
-2
icin 0,082 mM ve Se iyonu igin 0,083 mM olarak hesaplanmigtir. Goriildiigii gibi

en kuvvetli inhibisyon gosteren metal iyonunun, ICsy degeri en kiigiik olan

+3
(0,072mM) Al iyonunun oldugu tespit edilmistir.

Ayrica yapmis oldugumuz galismada Van Golii Inci Kefali Baligi solungag

dokusundan saflastirilan GST enzimi aktivitesi lizerine Oxamyl, Diniconazole,
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Carbofuran, Tebuconazole ve Atrazine pestisitlerinin in vitro etkileri incelenmistir.

Calismamizda Oxamyl, Diniconazole, Carbofuran, Tebuconazole ve
Atrazine pestisitlerin inhibisyon etkisi gdsterdikleri tespit edilmistir. Van Gélii Inci
Kefali Balig1 solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enzim aktivitesini yariya
diistiren inhibitér konsantrasyonu olan ICsq degerlerini belirlemek igin %Aktivite-[l]
grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerin denklemleri yardimiyla ICso degerleri
hesaplanmustir. Pestisitlerin 1Csy degerleri sirasiyla Oxamyl icin 0,092 mM,
Diniconazole icin 1,604 mM, Carbofuran i¢in 0,041 mM, Tebuconazole i¢in 0,056
mM ve Atrazine igin 0,750 mM olarak hesaplanmigstir. Goriildiigii gibi en kuvvetli
inhibisyon gosteren pestisidin, 1Csy degeri en kiigiik olan (0,041mM) Carbofuran

oldugu tespit edilmistir.

CAT, SOD ve GST gibi antioksidant enzimler lizerine yapilan bir ¢aligmada

+2
Channa punctata’nin solungaglarindan sézkonusu enzimler saflagtirillmis ve Cu

+2 +2 +2
Cd , Fe ve Ni metallerinin enzimlerin aktivitelerini zamanla azalttiklarini

gozlemlenmistir (Pandey et al. 2008).

Van Golii Inci Kefali Bahigi solungag dokusu GST enzimi Uzerine
+3
inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlarmin K;j sabitleri B iyonu igin 0,0040 mM,

+2 +3 -2
Ba iyonu icin 0,0032 mM, Al iyonu i¢in 0,0028 mM, Se iyonu icin 0,0033 mM

olarak hesaplanmistir.
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Sonug Olarak Bu Tez Kapsaminda,

1. Van Golii Inci Kefali Baligi solungag dokusundan GST enziminin
saflagtirnlmas1 islemi i¢in glutatyon-agaroz afinite kromatografisi yontemi
kullanilmistir. Bu yontemle enzim saf olarak elde edilmis ve saflastirma sonuglarinin

literatiirle uyumlu oldugu yapilan aragtirmalarda goriilmiistiir.

2. Calisma sonucunda Van Gélii inci Kefali Balig1 solungag dokusundan GST
enzimi 11344,83 EU/mg protein spesifik aktiviteye sahip %82,25 verimle 1543,51
kat saflagtirllmistir. Enzimin safligi elektroforezde bulunan tek bant ile tespit

edilmistir.

3. Saflastirilan Van Gélii inci Kefali Balig1 solungag dokusundan GST enzimi
icin yapilan karakterizasyon ¢aligsmalarinda optimum pH 7,3 ve stabil pH 8,0 ;
optimum iyonik siddet 120 mM KH2POs; optimum sicaklik 35°C olarak

belirlenmistir.

4. Van Golii Inci Kefali Balig1 solungag¢ dokusundan saflastirilan GST enzimi
lizerine baz1 pestisit ve metal iyonlarinimn inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu amagla
Oxamyl, Diniconazole, Carbofuran, Tebuconazole ve Atrazine pestisitleri ile Al*3,

B*3, Ba*?ve Se’? metal iyonlari ile ¢aligiimistir.

5. Bu pestisitler ve metal iyonlar1 igin ICsq Ve Kj sabitleri hesaplanmstir.
Inhibisyon caligmalar1 sonucunda bu pestisit ve metal iyonlarmin diisiik dozlarda
GST enzimini inhibe ettigi gozlenmistir. GST enziminin aktivitesinin azalmasi bazi
durumlarda canlilarin hayatlarinda dogrudan veya dolayli olarak tehlikeli sonuclara

neden olabilir.

6. Bu nedenle bu enzimin hangi maddeler tarafindan inhibe edildiginin
arastirilmasi olduk¢a dnemlidir. Ozellikle gevre kirliliginde ¢ok biiyiik bir pay sahibi
olan agir metallerin ve genelde tarim ilaci olarak kullanilan pestisitlerin diisiik
dozlarda bile enzimi inhibe etmelerine dair elde edilen bulgulara bakildiginda bu

calismanin literatiire 6nemli katkilarda bulunacagi ve GST enzimi ile ilgili ileride
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yapilacak ¢alismalara 151k tutacagi agikca goriilmektedir.

Van goliine dokiilen akarsularin, kentsel ve endiistriyel atik sularin agir metal

ve pestisit ylikleri bakimindan analiz edilmesi, bu yiikiin kaynaginin ortaya

konularak azaltma veya 6nleme carelerinin bulunmasi gereklidir.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler asagidaki tabloda 6zetlenmistir;

Cizelge 5.1.Van Gélii inci Kefali Balig1 Solungag GST enzimi igin karakterizasyon

sonugclari.

Calisma tipi Sonug
Optimum pH 7,3

Optimum iyonik siddet 120 mM
Optimum sicaklik 35°C

Stabil pH 3,0

Mol kdtlesi 32,218 kDa
GSH Ky 0,1590 mM
GSH Vnax 0,0854 EU/mL
CDNB Ky, 1,0574 mM
CDNB V pax 0,373 EU/mL

Cizelge 5.2.Van Goélii inci Kefali Balig1 solungag GST enzimi iizerine inhibisyon
etkisi gosteren metal iyonlarin i¢in ICsp ve Ki degerleri Sonuglari.

ICs0(mM) Ki Degerleri(mM)
Metal -
B~ 0,100 0,0040
Ba"™ 0,082 0,0032
Al 0.072 0.0028
Se? 0,083 0.0033
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Cizelge 5.3.Van Gélii Inci Kefali Balig1 solungag GST enzimi iizerine inhibisyon
etkisi gosteren pestisitler igin 1Cso ve Ki degerleri Sonuglari.

1Cso(mM) Ki Degerleri(mM)
Pestisit
Oxamyl 0,062 0,0024
Diniconazole 1,604 0,0644
Carbofuran 0,0415 0,0016
Tebuconazole 0,056 0,0022
Atrazine 0,750 0,0301
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