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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TiYOREDOKSIN REDUKTAZ ENZIMiININ GOKKUSAGI
ALABALIGI SOLUNGAC DOKULARINDAN SAFLASTIRILMASI VE BAZI
AGIR METAL iYONLARININ ENZiM AKTIiVITESi UZERINE
ETKILERININ INCELENMESI

Hatice AKYOL
Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Danisman: Doc¢. Dr. Miisliim KUZU

Tioredoksin sistemi, tioredoksin rediiktaz (E.C 1.6.4.5; TrxR), tioredoksin
(Trx) ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfatindan (NADPH) olusur ve hiicre
biiyiimesine, apoptoz, antioksidan savunma, redoks sinyallemesine vb. katilir. Bu
caligmada, sitoplazmik TrxR enzimi, gokkusagi alabaligi solunga¢ dokusundan 1s1
denatiirasyonu ve 2'.5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi teknikleri
kullanilarak saflagtirilmistir. Enzimin safligi ve monomer molekiiler agirligi, SDS
PAGE ile belirlendi. Enzimin substratlar1 olan NADPH ve 5,5" Dithiobis (2-
nitrobenzoik asit) icin Ky ile Vmax degerleri, Lineweaver-Burk grafigi ile
hesaplandi. Optimum pH ve optimum iyonik siddet degerleri sirasiyla 7.75 ve 300
mM olarak tespit edildi. Daha sonra Ni?*, Cu®* Pb?*, Cd**, Sr**, zn**, Mg*, Cr*",
Fe**, AI** ve Ag* metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerindeki in vitro etkileri analiz
edildi. Inhibisyon etkisi gdsteren iyonlar i¢in ICsg degerleri belirlendi ve K; degerleri

Cheng Prusoff denklemi ile hesaplandi.
2019, 86 sayfa

Anahtar kelimeler: Tioredoksin Rediiktaz, Enzim, saflastirma, agir metal,

inhibisyon



ABSTRACT

MS. Thesis

PURIFICATION OF THIOREDOXIN REDUCTASE ENZYME FROM
RAINBOVV TROUTH GILL TISSUE AND INVESTIGATION THE
EFFECTS OF SOME HEAVY METAL IONS ON THE ENZYME ACTIVITY

Hatice AKYOL
Agr1 Ibrahim Cecgen University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Miisliim KUZU
Thioredoxin system is formed of thioredoxin reductase (E.C 1.6.4.5; TrxR),
thioredoxin (Trx) and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), and
participates in cell growth, apoptosis, antioxidant defense, redox signaling, etc. In
this study, cytoplasmic TrxR enzyme was purified by using heat denaturation and
2'5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatograph techniques from rainbow trout gill
tissues. The purity and the monomer molecular weight of the enzyme were
determined with SDS-PAGE. Ky and Vmax values for NADPH and 5,5'-Dithiobis
(2-nitrobenzoic acid), the substrates of the enzyme, were calculated by means of
Lineweaver-Burk graphic. Optimal pH and optimal ionic strength values were
determined as 7,75 and 300 mM, respectively. Then, in vitro effects of the Ni*",
Cu?*, Pb?*, Cd**, Sr**, Zn?*, Mg?*, Cr**, Fe**, AI*" and Ag" metal ions on the activity
of enzyme were analyzed. 1Cso values were determined for the ones showing
inhibition effect and their K; values were calculated by means of Cheng-Prusoff

equation.
2019, 86 pages

Keywords: Thioredoxin Reductase, Purification, Heavy Metal, Inhibition,

Enzyme
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Enzimlere genel olarak bakildiginda, canli organizmalarca tiretilen spesifik
katalitik fonksiyonlara sahip ve biiyiik ¢cogunlugu protein yapisinda olan molekiiller

oldugu anlasilmaktadir.

Hiicrelerden olusmus canlilar, durup dinlenmeden reaksiyonlar gerceklestiren
kimyasal laboratuarlar gibidir. Bu laboratuvarlarda is goren kimyagerler ise enzim
olarak adlandirilan biyomakromolekiillerdir. Biyokimya tarihinde en fazla yer alan

calismalar enzimler lizerinde yapilmistir (Lehninger 2005, Demirdag, 2012).

Canlilarin hayati fonksiyonlarin1 gerceklestirebilmeleri ve siirdiirebilmeleri
icin elzem olan biyokimyasal reaksiyonlardan enzimler sorumludurlar. Enzimleri
protein yapisinda olmalarina ragmen biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize etme
Ozelligi onlar1 diger protein molekiillerinden ayirir. Enzimler katalizor gorevleri
nedeniyle olduk¢a fazla caligma alani igin ilgi odagi olmustur (Enzyme Technical
Association, 2001). Genel olarak enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlarda bir
spesifite goriilmektedir ve enzimlerin iiretimi genetik olarak kontrol altindadir.

(Pandey and Ramachandran, 2006).

Enzimler suda ¢oziinebilme 6zelliginin yani sira genel olarak renksizdirler.
Enzimlerin katalizledikleri reaksiyonlarda reaksiyona giren maddeye substrat denir.
Reaksiyon esnasinda enzim substratina tersinir olarak aktif bolgeden baglanarak
enzim-substrat kompleksi (ES) tesekkiil etmektedir. Bu asamadan sonra ise substrat,
bir veya birden fazla iiriine doniisebilmekte iken enzimler ise herhangi bir degisime
ugramadan reaksiyondan giktiklarindan tekrar tekrar kullanilabilmektedir. Aktif bir
enzimin fonksiyonlarina bakildiginda; aslinda enzimlerin,belirli atomlardan tesekkiil
eden ve biyokimyasal olaylarin canli biinyesinde diger yasamsal fonksiyonlar ile
uyum igerisinde vuku bulmasini saglayan biyolojik sistemlerdeki reaksiyon

katalizorleri oldugu goriilmektedir (Karademir vd. 2002, Nelson ve Cox, 2004).



Canlilarda her hiicrenin aslinda kendi enzimini sentezledigi anlasilmaktadir.
Protein yapisinda bulunan bu enzimler, olaganiistii bir durum olmadik¢a hiicre
disarisina ¢ikamamaktadir. Bu tip enzimlere intraselliiler enzimler denilmektedir. Bu
tiir enzimler de hiicre icinde sentezlenmelerine karsin, disari ¢ikmayarak burada
dissimilasyon ve assimilasyon reaksiyonlarinda etkinlik gostermektedirler (John,
1987; Furlan ve Pant, 2006). Baz1 belirli enzimler ise hiicrede sentezi miiteakip
serbest hale geg¢mektedirler. Bu tip enzimlere de ekstraselliller enzimler
(Ekzoenzimeler) denilmektedir. Bu enzimler hiicrede iiretildikten sonra hiicre disina
salgilanarak aktivite gosterirler. Hiicre disindaki gorevleri ise besinlerin hiicre
igerisine girebilecek kadar kiiciik molekiillere par¢alanmalarini katalize etmektedir

(Madsen vd. 1973; Kalisz, 1988; John ve Sons, 1998).

Enzimlerin tarihi siireci binlerce yil oncesine dayanmaktadir. Insanoglu
enzimlerden hep yararlanmstir. ilk biyoteknolojik islemler alkol fermentasyonu, bira
ve ekmek yapimi olarak bilinmektedir. Sarap iiretiminde ilk olarak M.O. 2100
yillarinda Hammurabi Yasalarinda bahsi gecen mayalardan yararlanmanin eski bir
teknik oldugu anlatilmaktadir. Bununla birlikte ham enzim ekstrelerinin kullanilmasi
canli organizmalarin biitiiniiniin kullanimindan ¢ok daha 6ncedir. Homerus’un M.O.
600 yilinda Truva destaninda peynir yapimi isleminde siitiin kesilmesini saglamak
“ficin” adi1 verilen incir agacindan hazirlanan ekstraktan (incir enzimi)

yararlanildigina dair bilgiler vardir (Buxbaum, 2007).

Enzim ve enzim iireten organizmalar binlerce yil Oncesinde kullanilirken,
enzimler hakkinda bilimsel arastirma ve bulgular 20. yiizyillda hiz kazanmistir
(Ekren, 2013). Enzim ozgilligini ilk kez 18. Yiizyilda Fransiz kimyager Reamur,
atmaca kusunun mide suyunun kemigi yumusatip eti sindirebilirken mide suyu ile
muamele edilen bitki preparatlarinin degisime ugramadan kaldigimi tespit etmek
suretiyle kanitlamistir (Buxbaum, 2007). Kirchoff ise 1811°de, bugday nisastasinin
bir siire sonra dekstrin ve sekerlere doniistiigiinii belirlemesi, enzimoloji konusundaki

ilk calismalar ise 1830°da Robiquet, Boutron ve Chalan’in acibadem tohumlarindan



izole edilen bir glikozid olan amigdalinin ac1 badem oziitii tarafindan hidrolize

edildigini kesfetmesi olarak gosterilmistir (Telefoncu, 1986).

Fransiz kimyagerlerden Payen ile Persoz 1833 yilinda, nisastay:r hidroliz
etmekte asitten daha kuvvetli olan ve filizlenmis arpadan elde edilen bir maddeyi
tespit etmislerdir (Buxbaum, 2007). 1835°te Berzelius, nisastanin hidrolizini
giiniimiizde amilaz olarak adlandirilan diastaz ile yapmay1 basarmistir. Daha sonra
ise 1838°de Onceleri ferment olarak isimlendirilen enzimler i¢in, katalizor ifadesini
ileri stirmistiir. Louise Pasteur 1850 yillarinda mayalar kullanilarak sekerin alkole
dontigimiini “fermentler” vasitasiyla gerceklestirildigi sonucuna ulagsmistir. 1878
yilinda Frederick W. Kiihne burada kullanilan ve ferment adi verilen molekiillere

“enzim” ismini vermistir (Nelson ve Cox, 2004; Whitehurst ve van Oort, 2010).

1894 yilinda Fischer, enzim ile substratlar1 arasindaki 6zgilliigi belirterek,
anahtar-kilit modelini ileri siirmiis ve bdylece bir kisim temel kavramlar
enzimolojiye girmistir. 1897 yilinda Alman bilim insanlart canli organizmalar
olmadan da maya ekstratlar1 ile sekerin alkole fermente olabilecegini bulmuslar ve
bu olay1 gergeklestiren molekiillerin hiicre disinda da etkilerini siirdiirebildiklerini

kanitlamiglardir (Nelson ve Cox, 2004; Buxboum, 2007).

1950 ile 1960 yillar1 arasinda yapilan enzimolojik ¢alismalarda, Koshland
1958 yilinda, enzimlerin yapilarinin esnek oldugunu gosteren bilgilerin eldesi ile
enzimlerin katalitik giiclinii ve spesifikligini agiklayabilmek i¢in, indiiklenmis uyum
(induced-fit) modelini 6ne siirmiistiir. 1950’lerde, enzimlerin immobilizasyon iglemi
gerceklestirilmeye baslanmistir. Glukozdan fruktoz eldesi (yiiksek oranda friiktoz
igeren musir surubu eldesi), optik saf aminoasit eldesi ve penisilin G hidrolizi
immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamasi olarak bilinmektedir. 1950
yilindan sonra 1960 yilina kadar enzimlerin ¢esitli endiistri dallarinda kullanilmaya
baslanmasi ile, enzim teknolojisinde olduk¢a onemli ilerlemeler saglanmistir. Bu

dénemde ¢ok sayida enzim saflastirilarak karakterize edilmistir (Ekren, 2013).



1.1.1. Enzimlerin Kimyasal Yapilari

Enzimlerin geneline bakildiginda, kiicik bir kissm RNA molekiilleri
haricinde diger tim enzimlerin protein yapida oldugu bilinmektedir. Enzimlerin
katalitik aktivitelerini gosterebilmeleri icin dogal konformasyonlarinin korunmus
olmasi gerekmektedir. Yani bir enzim dogal ti¢ boyutlu yapisini kaybederse veya alt
birimlerine yikilirsa Kkatalitik aktivitesinin genellikle kayboldugu anlasilmistir.
Bunun igin enzimin dogal konformasyonunun korunumu temeldir. Enzimlerin
molekiil agirliklari, diger proteinlere benzer sekilde 12.000 daltondan baslayip
1.000.000 daltonun tizerinde olabilmektedir (Nelson ve Cox, 2004).

1.1.2. Kofaktor, Koenzim ve Apoenzim

Bu ii¢ kavram birbiriyle ilgilidir. Koenzimler, enzime geri doniisiimlii olarak
baglanmakta ve prosese dogrudan katilmaktadirlar. Apoenzime siki bagli olmadiklari
igin, {irlin olusumundan hemen sonra ayrilmaktadirlar. Bazi enzimler sadece
proteinden olusurken ¢ogu enzim yapisi ve gorevi itibariyle farkli iki gruptan
meydana gelmektedir. Bu iki gruptan biri olan apoenzim; enzimin o6zgilliigiinii
saglayan protein yapisindaki boliimii olarak tanimlanabilir. Dolayisiyla 1s1 ile
kolayca denatiire oldugu goriilmektedir. Bazi enzimlerin  protein yapisinda
bulunmayan bilesenlere ihtiyaglar1 bulunabilir. Bazi enzimlerin yapisinda bulunan
ikinci bir grubu olusturan bu bilesenler ise kofaktor olarak adlandirilir ve Fe*?,zn*?,
Mg*?, Mn*2 gibi bir metal iyonu olabilecegi gibi komplek bir organik molekiil de
olabilir ki bu durumda koenzim olarak adlandirilir. Kofaktorsiiz enzime apoenzim
denir ve tek bagma katalitik aktivite gostermez. En 6nemli yardimer enzim grubu
vitaminlerdir. Koenzimler proteinine siki sikiya bagli oldugu durumda prostetik grup
olarak adlandirilmaktadir. Koenzimle apoenzimin olusturdugu yapinin biitiiniine ise

holoenzim denilmektedir (Pandey ve Ramachandran, 2006).
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Sekil 1.1. Holoenzim ve apoenzim yapilari
(nttp://academic.pgcc.edu/~kroberts/Lecture/Chapter%205/enzymes.html)

1.1.3. Enzimlerin Adlandirilmalari ve Simiflandirilmalar:

Enzimler aktif ya da inaktif oldugu durumlarina gore adlandirilmaktadir.
Enzimin inaktif oldugunda substrat olarak kullandigi molekiiliin adinin sonuna “jen”
son eki getirilmek suretiyle isimlendirilmektedir. Katalitik olarak aktif olan
enzimlerin adlandirilmasi ise substratinin sonuna ‘“ase=az” eklenerek Katalize
ettikleri reaksiyon tiirtiine gore adlandirilmaktadir. Enzimlerin adlandirilmalarinda
bazi sikintilarin olmasi sebebiyle Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (IUBMB)’nin 6nerdigi sistematik isimlendirmede ise enzimlerin alti ana
smifa  ayrildigi  goriilmektedir  (Stimengen, 2011). Bu enzimlerin

siiflandirilmalarina bakildiginda su sekilde agiklamak miimkiindiir;

1. Oksidorediiktazlar: Enzimlerin bu sinifi, yiikseltgenme-indirgenme
tepkimelerini  katalizleyen enzimleri kapsamaktadir. Dehidrogenaz adi
Onerilmekle birlikte rediiktaz ismi de kullanilabilmektedir. Oksidaz ismi
oksijen kullaniliyor ise kullanilmaktadir.

2. Transferazlar: Transferazlar proton disindaki belirli gruplarin
transferini katalizleyen emzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Hidrolazlar, peptid, ester, glikoz, eter, asitanhidrit, C-

O, C-N, C-C baglarinin bir su molekiiliiniin katilmasiyla hidroliz
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etmektedirler. Sistematik isimlendirilmesi daima hidrolaz icermekte ve bes alt

gruptan olugsmaktadir:

Proteazlar: Proteinler ile peptitlerin hidrolizini katalizlemektedir.

Esteraz ve Lipazlar: Lipid ya da esterleri alkol veya asite hidroliz
etmektedirler.

Karbohidrazlar: Sekerler ya da sekerlerle alkoller arasindaki glikozid
baglarin1 hidrolizlemektedirler.

Fosfatazlar: Fosforik asit-ester ile anhidritleri hidroliz etmektedirler.
Amilazlar: Cesitli amidleri ve peptid baglarini hidroliz etmektedirler.

4. Liyazlar: Hidrolizden farkli susuz ortamda bulunan gruplarin

uzaklastirilmasini katalizleyen enzimlerdir. Ayrica dekarboksilaz, dehidrataz

ve aldolaz gibi isimleri vardir.

5. Izomerazlar: Bir molekiildeki yapisal ve geometrik déniisiimleri

katalize eden enzimlerdir.

6. Ligazlar: Yiiksek enerjili bag iceren bir molekiil kullanarak iKi

bilesigin baglanma reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Gerze, 2003).

1.1.5. Enzim Inhibisyonu

Enzim inhibisyonu bir inhibitdr araciligi ile enzimin etkinliginin azaltilmasi

olarak adlandirilir. Enzimin etkinligini azaltan inhibitorler, bir patojeni dldiirebildigi

veya bir metabolizma ile alakali dengesizligi sonlandirabildigi i¢in ¢ogu ilacin da

etken maddesi enzim inhibitér molekiillerinden tesekkiil etmektedir. Bir inhibitoriin

enzime baglanmasiyla bir substratin ilgili enzimin aktif bolgesi veyahut da enzimin

kataliz bolgesine girmesi durdurabilmektedir. Bu inhibitor baglanmasi ise iki sekilde

meydana gelmektedir:



1)  Tersinir inhibitor baglanma:

Tersinir inhibitdrler non-kovalent olarak enzime baglanmaktadir. Inhibitor
enzime, enzim-substrat kompleksine veya uygun olarak her ikisine de olmak iizere
tic farkli tipte baglanabilmektedir. Bu baglanma sekilleri ise asagida aciklanan enzim

inhibisyon tiiriinii belirler.

Yarismali inhibisyon: Yarismali inhibisyonda inhibitér ve substrat enzim
yapisindaki aktif bolgeye baglanmak igin yarisirlar. Yarismali inhibitorler genelde
enzimin asil substratina benzemektedir. Yarigmali inhibisyonda Vmax degismemekle
birlikte maksimum hiza ulasmak igin gerekli olan substrat miktar1 artacagindan
goriiniir Ky artmaktadir (http://www.turkcewiki.org/wiki/Enzim, Erigsim Tarihi:

27.01.2019).

Sinirh yarismal inhibisyon: Bir diger adiyla yari-yarismali inhibisyon
tirtinde, inhibitéor enzime aktif bolgesinin disindaki bir bolgeden ve ES-
kompleksine baglanabilmektedir. Olusan ESI-kompleksi ise katalizleme ozelligi
acisindan  inaktiftir. Bu tarz inhibisyona nadir rastlanmakla birlikte multimerik
enzimlerde olabilmektedir (http://www.turkcewiki.org/wiki/Enzim, Erisim Tarihi:

27.01.2019).

Yarismasiz inhbisyon: Yarismasiz inhbisyon tiiriinde inhibitér enzime
substratla ayn1 anda baglanabilir, yani bu tanim geregi, aktif merkeze disinda baska
bir bolgeye baglanirlar. Yarigmali inhibisyon tiirlinden farki  substrat
konsantrasyonunun artirilmas: suretiyle inhibitoriin baglanmasi engellenemez ve
Vmax azalir. Ama Vpa'1n tersine substrat inhibitorden farkli bir bolgeden enzime

baglandigi i¢in Ky degisim gostermez (Keha ve Kiifrevioglu, 2011).

2)  Tersinmez inhibitor baglanma
Tersinmez baglantilarda inhibitorler genellikle enzim ile reaksiyona girerek
onu kimyasal olarak degistirmektedir. Bu tiir inhibisyonda inhibitorler, enzimin

aktivitesi i¢in gerekli olan amino asitleri ve onlarin kalintilarim1 degisime
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ugratmaktadirlar ( http://www.enzimler.gen.tr/enzim-inhibisyonu.html  Erisim

Tarihi: 27.01.2019).

Enzim Inhibisyonu (Mekanizma)

Kompetetif | Non-kom, if | @ Unkompetetif

Substrat E

S g € & n T
2 y ’

e If;; > ” 1 u

R ' S ¢

inhibitdr  yansirlar Farkh baglanma bdlgesi S @a-

Aktif bolge icin

E+S>ES—E+P| E+S—ES—E+P E+SESE+P

+ + + +
I ' 7 ' 4

11 11 L 3§ i

ErX Ef+S—EIS Ers

(/) sadece serbest [E]'e (1] serbest [E] ya da [ES] (1] sadece [ES] kompleksine

baglanir ve [S] ile yansir;
[S]'r arttirmak [J] etkisini
engeller.

Kompleksine baglanabilir Baglanir, [S]1 arttirmak
[S]'1 arttirmak etkiyi kaldirmaz. [J] etkisini artunir

Sekil 1. 2. Tersinir ve tersinmez inhibitér semasi (http://www.enzimler.gen.tr/enziminhibisyonu.html)

1.2. Tiyoredoksin Sistemi

Genel olarak bakildiginda tiyoredoksin sistemi iki antioksidan protein olan
tiyoredoksin (Trx), tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve NADPH’den olusmaktadir.
TrxR, NADPH’yi kullanarak Trx yapisindaki aktif bdlge disilfitlerinin
rediiksiyonunu katalizler. Birgok fonksiyonu yaninda rediikte Trx, genel protein
disiilfit indirgeyicisidir (Nordberg, 2001). TrxR hiicre biiyiimesi ve oksidatif strese
kars1 koruma gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir, bu rollerinin ¢ogunu Trx’i
rediikleyerek yapmaktadir (Mustacich ve Powis, 2000). Trx sistemin iskemik streste
koruyucu etkisi vardir ve bu etkisi antioksidan ve antiapoptotoik fonksiyonlartyla

ilgili olmaktadir (Yost ve Fridovich, 1973).

TrxR’ler okside tiyoredoksinleri regiliksiyona ugrattiklarindan bu sekilde
adlandirilmiglardir. Tiyoredoksinler yaklagik 10-12 kDa’luk proteinlerdir ve redoks-
aktif proteinler olarak adlandirilmislardir. Aktif bolge —Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys-

sekansi (tiyoredoksin motifi) igermektedir. Triptofan ve lizin, genellikle tiyoredoksin
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motif olusumu i¢in gerekli degildir. Disiilfit olusturan bu aktif bolge sisteinleri, TrxR
tarafindan rediiklenmektedir. Bu rediikte protein, klasik olarak rediikleyici
ekivalanlar1 riboniikleotid rediiktaza transfer etme egilimindedir. Katalitik bdlgenin
redoks aktivitesi, Trx’in biyolojik aktivitesi i¢in gereklidir. Bir organizma iginde
farkli tiyoredoksinler cesitli fonksiyonlara hizmet edebilirler (Laurent, Moore ve

Reichard, 1964, Demirbilek, 2007).

Hiicresel redoks ¢evre ¢ogunlukla ikKi enzim vasitasiyla siirdiiriilen sistemler
ile diizenlenmektedir (Nakamura, Nakamura ve Yodoi, 1997). Sistein ihtiva eden
tiglii peptid olan glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin) hiicresel antioksidanlarin ana
komponentinten biridir. Trx ise aktif bolgesinde iki adet redoks-aktif sistein
aminoasidi igeren diisiik molekiillii proteindir (Schafer ve Buettner, 2001). TrxR
enzimi homodimer yapidadir ve kendisini olusturan her bir alt birimde FAD prostetik
grubu, NADPH molekiiliiniin baglandig1 bolge ve redoks aktif disiilfitleri ihtiva eden
aktif bolge vardir. Elektronlar FAD marifetiyle NADPH molekiiliinden TrxR’nin
aktif bolge disiilfitlerine aktarilmakta, substrat boylece indirgenmektedir.
Karakteristik substrati olan redoks aktif protein tiyoredoksin (Trx), hedef

molekiillere rediikleyici ekivalanlart verirken kendisi okside forma dontismektedir.
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Sekil 1. 3. Tiyoredoksin sistem (Arscott, Gromer, Schirmer, Becker ve Williams, 1997).

Tiyoredoksin sistemin kesfi 1960’larda gergeklesmistir. Ilk zamanlarda
caligmalarda daha ¢ok bakteriyel sistemlere odaklanilmigtir. Tamura ve Stadtman
1966’da memeli TrxR’lerin selenoenzimler oldugunu kesfetmistir (Tamura ve
Stadtman, 1996). Bir diger ¢alismada ise Laurent ve arkadaslari 1964 yilinda E.
coli’de sitidin deoksiriboniikleotid sentezini kataliz eden riboniikleotid rediiktaz igin
hidrojen verici olarak gorev yapan tiyoredoksin sistemini Kesfetmisler ve
tiyoredoksin rediiktaz enzimini yiiksek derecede saflastirmislardir. Ayrica okside
proteinlerin disiilfid gruplarini rediikleyen tiyoredoksinin rediikte ditiyol formunun
(Trx-(SH)2) NADP-bagimli bir yolla oksitleyerek disiilfid formuna (Trx-‘S-S”)
dontistiiren ve dongliye geri katilmasini saglayan tiyoredoksin rediiktaz enzimini

karakterize etmislerdir (Laurent vd, 1964).
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108 amino asitten olusan E.coli Tiyoredoksin-1 (Trx-1)’in amino asitlerin
dizilis siras1 1968 yilinda belirlenmis ve proteinin karakteristik ozelligi aktif
bolgesindeki  Cys-Gly-Pro-Cys motifinden ileri geldigi ifade edilmistir.
Tiyoredoksinin {i¢ boyutlu yapisi kristalografi ile 1975 yilinda belirlenmistir.
Baslangicta, deoksiniikleotidlerin sentezi i¢in gerekli olan riboniikleotid rediiktaz
enzimine hidrojen saglayan tek proteinin Trx oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat E.coli’de
tiyoredoksin-1 geni eksik olan hiicrelerin gelistirilmesiyle riboniikleotid rediiktaz i¢in
GSH-bagimli hidrojen verici olan ve tiyoredoksinlerin fonksiyonlariyla ortiisen
glutaredoksinler kesfedilmistir (Holmgren ve Lu 2006). Tiyoredoksinler, genellikle
hedef proteinlerin distlfit kopriilerini  kirabilen disiilfit rediiktazlar olarak
calismaktadirlar. Fakat in vitro kosullarda disiilfit koprii olusumunun tesvikinde de
gorev alabilmistir (Sahrawy et al, 1996). Redoks aktif disiilfitler, tiyol-disiilfit
degisim reaksiyonlar1 {izerinde elektron tasinmasi i¢in gereklidir (Elias, Arne and
Holmgren, 2000). Baslangicta tiyoredoksinlerin hiicrede, DNA’nin iskeletine
baglanan deoksiriboniiklotitleri riboniikleotitlere c¢eviren temel enzim olan
riboniikleotit rediiktaz i¢in hidrojen verici olarak gorev aldigina inanilmistir

(Jacquoti, Lancelin and Meyer, 1997).

E.coli’de tiyoredoksin geni eksik olan hiicreler gelistirilerek, tiyoredoksinin
gergek islevlerinin sadece riboniikleotit rediiktaz i¢in hidrojen verici olmadigi, ayrica
glutaredoksinin riboniikleotit i¢in alternatif elektron vericisi islevi oldugu
belirlenmistir. Disiilfitlerin indirgenmesi durumunda proteinlerin korunmasindan
sorumlu temel disilfit rediiktaz, tiyoredoksin rediiktaz yardimiyla NADPH’dan
alinan elektronlar ile indirgenen tiyoredoksindir. Genellikle hiicre igerisinde yiiksek
seviyede serbest -SH seviyesinden ve diisiik redoks potansiyelinden sorumlu diger
temel faktor olan glutatyon rediiktaz ise NADPH yardimiyla okside glutatyonu
(GSSG) glutatyona (GSH) indirger (Holmgren, 1985).

Hayvanlar elektron kaynagi olarak NADPH kullanan bir flavoenzim olan
tiyoredoksin rediiktaz tarafindan indirgenen ve tek bir tiyoredoksin sinifindan olusan

tiyoredoksin sistemi igermektedir. Hayvan hiicreleri igerisinde tiyoredoksinlerin,
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hiicresel proteinlerinin antioksidan korumasi ve transkripsiyon faktorlerinin redoks
diizenlenmesi gibi ¢esitli siireglerde gerekli oldugu belirtilmistir (Besse, I. and
Buchanan, 1997).

Son yillarda tiyoredoksin ailesinin yeni {iyeleri kesfedilmistir.
Tiyoredoksinler, aminoasit dizilerine gore iki aileye ayrilmaktadir. Aile I, belirgin bir
tiyoredoksin domaini barindiran proteinleri igerirken Aile II ise bir veya daha fazla
tiyoredoksin domainin birlesimi olan ilave domainler ile flizyon proteinlerinin
karistmini igermektedir. Ornegin Arabidopsis thaliana’nin genomunda en az 20 gen
belirlenmesi sebebiyle tiyoredoksin aile I, diger organizmalarla kiyasla ozellikle
bitkiler alemi igin 6nemlidir. Bununla birlikte memelilerde 2 mayada 3 ve

Escherichia coli’ de 2 adet tiyoredoksin proteini tespit edilmistir (Gan, 1991).

Tablo 1. 1. Cesitli organizmalarda tiyoredoksinin gérevi (Schobert vd., 1998)

Tiim o JITII . Hidrojen verici . Iindirgenen hiicre i¢i protein
. Protein distilfit indirgeme .
organizmalar disiilfitlerin korunmasinda anahtar rol oynar.

H,0,’nin indirgenmesi o o )
H,0,’yi indirgemesini katalizleyen ve boylece

oCrogalrlﬂzmalar Metiyonin siilfoksit oksidatif stresi engelleyen ve apoptozisi tetikleyen
g indirgenmesi ile protein ¢ogu peroksidazlar1 Trx ile indirgenir.
tamiri.
T7 DNA polimerazin alt Islevligin artmasiyla oksidorediiktaz aktivitesi
E. Coli tinitesi gerekmeden tiyoredoksin —SH, igin spesifik
fajlari Faj iplik¢ilerin olusumuna Faj yapimi ve diga atimi i¢in gereken E. coli
katilmak proteinin tek konakgist

Bakteri ve 3’-fosfoadenilsiilfat (PAPS) Siilfiir indirgenmesi i¢in siilfat tarafindan siilfiir
maya rediiktaz i¢in hidrejen verici sentezi.

Kloroplast fotosentetik

Bitkiler . A
enzimler ile indirgenme

Ferredoksin yoluyla fotosentezin diizenlenmesi.

12




Farkli transkripsiyon faktorleri ¢ekirdek ve
Transkripsiyon faktorlerinin sitoplazma karsilastirmada farkli aktiviteler
redoks diizenlemeleri uygulayan tiyoredoksin tarafindan aktivie ya da
inaktivite edilir.

Tiyoredoksin-SH, apoptozis i¢in asagi sinyal
engelleyici ASK1 ile bir karigim yapar.
Apoptasis diizenlenmesi

Hiicre dis1 tiyoredoksin hem bir ko-sitokin ve bir
Bagisiklik sisteminin giicinii | kemokin hem de uyarilmis eozinofillerden
Memeliler arttirma veya azaltma kesilmistir.

Sitotrofoblastlarda tiyoredoksinin hiicre i¢i ve hiicre
dist sentezi gebelik tespitine yardim eder.

Gebelik
Tiyoredoksinin uyarilmasiyla dogumda
hiperoksiyandan korur.
Dogum
Sinir hiicrelerinden salinan tiyoredoksin
Merkezi sinir sistemi (CNS). iskemiya/reperfiizyona tesvik eder.

1.3. Tiyoredoksin Rediiktaz

Tiyoredoksin rediiktaz (TrxR, E.C 1.6.4.5), glutatyon rediiktaz, lipoamid
dehidrogenaz, civa iyonu rediiktaz ve tripanotion disiilfid rediiktaz enzimlerini
kapsayan piridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktaz ailesine ait bir enzimdir. Ayni
zamanda TrxR her altbiriminde bir redoks-aktif disiilfid bagi ve siki baglanmig FAD
molekiilii iceren, tiyoredoksinin indirgenmesini katalizleyen homodimerik bir
flavoenzimdir (Williams 1992; Sandalova vd. 2001). Bu ailenin biitiin iiyelerinin
altbirimleri redoks aktif ditiyol/disiilfid bagi igerdigi anlasilmaktadir. Memeli
TrxR’nin biitiin altbirimlert FAD baglama bolgesi, NADPH baglama bolgesi ve

yiizey etkilesim alani bulundurmaktadir (Sandalova vd. 2001).

Demirbilek’in (2007) belirttigi gibi TrxR, ilk olarak Escherichia coli’de
(E.coli) galisilmistir. Bakteriyel TrxR’nin ailenin diger iiyelerinden pek ¢ok yonden
farklt oldugu, en belirgin farkin subiinite boyutu oldugu ifade edilmektedir. GR ve
lipoamid dehidrojenazin subiinite agirligi ortalama 55 kDa civarinda iken bakteriyel
TrxR’lerde, subiinite basina ortalama molekiiler agirlik 35 kDa’dur. NADPH ve
FAD baglanma bolgeleri gibi ortak yapisal iinitelerinin bakteriyel TrxR’de
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varolmasina ragmen (Sekil 1.4.) fark edilir derecede azdir. E.coli TrxR’nin 3 boyutlu

yapisinin, ilgili flavoenzimlerden anlamli derecede farkli oldugu goriilmektedir
(Thelander, 1967).

Amino
asitler
0 . . o
insan TR 1 499 (0 (N-terminal) Aktif Bolge Sisteinleri
) Cerminal Cys-Sec Cifti
0] {0 _
insan TR2 l 524 NADPH Bélgesi
" FAD Balgesi (2 kisim)
insan GR 479 _
Ara Bolge
E.coli TxR 321 I Mitokondrial Dizi

[0

Sekil 1.4. Kiigiik ve biiyiik TrxR’lerin bolge organizasyonunun karsilastirilmas: (Gromer, Schirmer ve
Becker, 1999)

Tiyoredoksin rediiktaz bir selenoenzimdir. Beyin travmalarinda ve beyin
iskemisinde meydana gelen beyin hasarinda selenoproteinlerin varligiyla, redoks
durum dengede tutulmaya c¢alisilmaktadir. TrxR’nin ekspresyonunun artmasi
noroprotektiftir. TrxR’nin inhibisyonu, oksidatif strese karsi antioksidan savunma
sistemini zayiflatabilmektedir. Ayrica mitokondrial kaynaklardan reaktif oksijen

tirleri (ROS) birikimi gériilmektedir (Fang, Jun ve Holmgren, 2005).

Enzimin mitokondriyal ve sitozolik olmak ftizere iki formu bulunmaktadir
(Mustacich and Powis 2000). Ancak memeli TrxR’lerinin ii¢ degisik izoformu
bulunur. Bunlar; sitozol/niikleustan izole edilen TrxR1, (Holmgren and Bjornstedt
1995), mitokondriden izole edilen TrxR2 ve testislerden saflagtirilan TrxR3’diir
(Gasdaska et al. 1999). Memelilerde bulunan TrxR’ler selenyum igeren piridin
niikleotid-disiilfid oksidorediiktazlardir ve Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys amino asit
dizisinden olusan redoks katalitik bolge bulundururlar (Mustacich and Powis 2000).
Diger aktif bolgede ise C terminal ucunda tetrapeptid —Gly-Cys-Sec-Gly-COOH

motifi i¢cinde bulunan, kolaylikla erisilebilen bir selenosistein (Sec) rezidisiinii
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bulundurmaktadirlar. Komsu sisteinlerle beraber elektronlari, dimerik enzimin diger
alt biriminin N-terminal ucunda bulunan, redoks aktif Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys

motifinden alan selenilsiilfid / selenotiyol olustururlar (Wittle et al. 2005).

Insan TXNRD2 geni ve ¢esitli varyantlar1 22. kromozom iizerinde lokalizedir
(Arner, 2009; Vizuete, 1999). Esas olarak mitokondriyal bélmede bulunan insan
TrxR2 enzimi (UniProtKB - Q9NNW?7), 36 amino asitlik bir N-terminal
mitokondriyal hedefleme dizisine sahip molekiil agirhigi 56,507 Da olan 524 amino
asitten olusur (Vizuete, 1999; Rackham vd. 2011). Substrat ve inhibitor ozellikleri,
insan sitozolik ve mitokondriyal tiyoredoksin rediiktazlar arasinda farklilik gosterir.
Iki izoform arasindaki ana fark Rackam ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma ile,
TrxR2'nin mitokondriyal endojen substrati i¢in TrxRIl'den daha fazla afiniteye sahip
oldugu ve mitokondriyal matriksin daha yiiksek pH degerlerinde katalitik olarak
daha verimli oldugu gosterilmistir. 2005 yilinda elde edilen TrxR2 proteininin
yiiksek ¢Oziiniirlikkli kristal yapisi, TrxR2min, aktif bolgedeki bazi artiklarda
TrxRl1'den farkli olduguna isaret ettigi belirtilmistir (Rackam vd. 2011)

Ozellikle, hem sican TrxR1 (Tyr-116) hem de insan GR'sinde (Tyr-114)
mevcut olan ve katalizle iligkili oldugu gosterilen korunmus bir tirozin kalintisi,
farenin TrxR2'sinde (His-143) bir histidin ile degistirildigi belirtilmektedir (Biterova
vd. 2005, Krauth vd. 1998). Bu degisikligin mitokondriyal TrxR'nin sitozolik
TrxR’a gore Kkatalitik aktivitesini farklilastirabilecegi belirtilmistir. Ek olarak,
yiikseltgenmis ve indirgenmis TrxR2'nin kristal yapilari, reaksiyon mekanizmasinin
molekiiler detaylarin1 sagladigi bildirilmistir (Biterova vd. 2005). NADPH
baglanmas1 lizerine konformasyonel degisiklikler go6zlendigi bildirilmistir ve
TrxR2'nin esnek C-terminal kolundaki varyasyonlar, sitozolik ve mitokondriyal
TrxR arasindaki aktivitelerdeki olasi farklar1 ortaya koymustur. Ayrica iki izoform,
TrxR1’in gii¢lii bir inhibitorii olup TrxR2’nin olmayan, kalsiyum iyonu bakimindan

farkli davranislar sergilemektedir (Rigobello vd. 2006).

TrxR’lerin N-terminal boélgelerinde farklilik gosteren cok cesitli formlari
bilinmektedir. TrxR3’iin diger TrxR’lerden farki; aym1 zamanda C-terminal

selenoltiyolle indirgenebilen bir N-terminal glutaredoksin bdlgesinin olmasidir
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(Turanov et al. 2010). Bu izoenzim glutatyon ve tiyoredoksindeki disilfidleri
dogrudan indirgeyebildiginden dolay1 tiyoredoksin ve glutatyon rediiktaz (TGR)
olarak da bilinir (Crosley et al. 2007).

Ilk smiflandirma girisimleri, “bakteriyel TrxR” ve “memeli TrxR” terimleri
seklinde meydana gelmistir. Bununla birlikte aslinda bakteriyel TrxR sadece
bakteride degil, ayn1 zamanda bitkilerde, mantarlarda ve bazi protozoalarda da

oldugu goriilmiistiir (Gromer, Schirmer ve Becker, 1999).

Prokaryotlarda, ilkel okaryotik canlilarda ve arkeobakterilerde tiyoredoksin
rediiktaz enziminin altbirimlerinin molekiil agirliklarinin 35 kDa oldugu ve yiizey
domaini igermedigi de ortaya konmustur. Yiiksek oOkaryotlarda ise okside
tiyoredoksinin yaninda selenit, K3 vitamini, lipoik asid, lipid hidroperoksidler gibi
diisiik molekiil agirlikli bilesikleri ile sitotoksik peptid NK-lizin, tiimdr supressor
protein p53 gibi proteinleri ve bazi ekzojen maddeleri rediikleyebilen ¢ok genis
spesifisitesi olan, sitoplazmada 54 kDa agirliginda ve mitokondride 56 kDa
agirliginda olmak iizere iki farkli TrxR klonlanmistir (Mustacich ve Powis 2000).

Prokaryotik ve dkaryorik TrxR enziminin baz1 6zellikleri Tablo 1.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. 2. Tiyoredoksin rediiktazlarin baz1 6zellikleri (Williams ve ark. 2000)

Okaryotik Agirhkl TrxR

Altbirim molekiil agirligi 55 kDa civarinda (insan ve plasmodium falciparum)

Her altbirimde bir FAD, bir redoks-aktif disiilfid ve insan TrxR’da
selenilstilfid, plasmodium falciparum’da ise disiilfid olmak tizere ti¢lincii
redoks aktif grubu i¢eren dimerik protein

Prokaryotik Agirhikh TrxR

Altbirim molekiil agirlig1 35 kDa civarinda (E.coli ve diger prokaryotlar, kiif
mantari, mikoplazmalar, Giardia duodenalis, Arabidopsis thaliana and
Methanococcus janaschii )

Her altbirim de bir FAD ve bir redoks aktif grubu iceren dimerik protein
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1.3.1. Tiyoredoksin Rediiktaz Yapisi

Hem prokaryot hem de 6karyot TrxR’lar1 rediikleyici ekivalanlart NADPH’ tan
redoks aktif disiilfide kofaktor FAD aracilign ile aktararak Kkatalitik aktivite
gostermektedirler. E.coli TrxR’inda NADPH bolgesi FAD bolgesine gore 66°°lik bir
doniis yaparak NADPH’in nikotinamid halkasi FAD boélgesinin izoalloksazin
halkasina baglanmaktadir. Bu sekilde elektronlar NADPH bolgesinden FAD
bolgesine oradan da redoks aktif disiilfid bolgesine aktarilmaktadir. Aktif merkezinin
rediiklenmesi sonucunda yiizeyinde meydana gelen konformasyonel degisiklik

rediiklenmis disiilfitin okside tiyoredoksin ile temasim1 kolaylastirmaktadir

(Mustacich and Powis 2000).

Zhong vd (2000) Edman par¢alama ve kiitle spektrometresi yontemlerini
kullanarak okside sigir TrxR’in C-terminal SeCys kalintis1 komsu Cys kalintis1 ile
selenilsiilfid olusturdugu ve enzimin aktif merkezindeki selenosiilfidin selenotiyol
formu, tiyoredoksinin ve DTNB gibi enzimin aktivite tayininde kullanilan
substratlarin rediiksiyonunda gorev aldigi sonucuna ulagmiglardir. SeCys-Cys
dipeptidi igcermeyen veya SeCys kalintis1 yerine redoks-inaktif Ser igceren enzimin

inaktif oldugu belirtilmistir.
1.4. TrxR/ Trx Sisteminin Biyolojik Aktiviteleri

1.4.1. DNA Sentezindeki ve Diger Rolleri

Trx ve TrxR, biiylimenin kolaylastirilmasi, programlanmis hiicre 6limi ve
hiicrenin korunmasi1 gibi hiicreigi proseste rol alan redoks aktif proteinlerdir
(Tandogan ve Ulusu 2011). Trx sisteminin biyolojik aktivitelerinden bir tanesi
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezindeki kofaktor roliidiir. Bu agidan TrxR/Trx
sistemi, DNA’nin sentezinde ve hiicre proliferasyonunda ihtiyag duyulan
deoksiriboniikleotidlerin iiretiminde Kritik Oneme sahiptir. Trx, riboniikleotid

rediiktazin ribozu rediikte etmesi igin ihtiyag duyulan elektronlari saglamaktadir

(Jordan and Reichard, 1998).
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Ayrica, Trx-1’in lenfoid hiicre kiiltiiriine eklendiginde ya da geni bu hiicrelere
aktarildiginda hiicre Oliimiinii engelledigi gosterilmistir. Trx-1’in hiicre 6liimiine
kars1 hangi mekanizma ile koruma sagladigi heniiz bilinmemektedir (Powis et all,

1998).

Meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada ise, kolon kanseri
ve murin lenfoma hiicreleri gibi ¢esitli hiicre serilerinin insan Trx-1 ile enfekte
edilmesi sonras1 VEBF (vaskiiler endotel biiyiime faktorii ) sekresyonunda 6nemli
oranda artis goriilmistiir. Buna karsin, redoks inaktif mutant Trx ile enfekte

edilmesinin VEBF yapimini kismi olarak engellemistir (Welsh et all, 2002).

Hiicre cogalmasinin uyarilmasina olan etkilerinin incelendigi bir calismada da
Trx-1’e maruz kalan lenfositler, fibroblastlar ve bir¢ok 16semik ve solid tiimor hiicre
serilerinin bliylime hizinda artig goriilmiistiir. Bu ¢ogaltici etkinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte sitokin (IL-1, IL-2 ve TNF-a) iiretimindeki ve biiyliime
faktor (temel fibroblast biiylime faktorii) aktivitesindeki artisa bagli olabilecegi
bildirilmistir (Powis and Montfort, 2001).

Transkripsiyon faktor aktivitesinin uyarilmasi agisindan ise Trx, NF-kB, AP-
1 ve AP-2 gibi bir dizi transkripsiyon faktoriiniin ve glukokortikoid ve dstrojen gibi
niikkleer reseptorlerinin - DNA-baglama aktivitesini  arttirdign ~ gosterilmistir.
Sitoplazmada ise Trx, ilging bir sekilde NF-kB’yi engellemektedir. Trx’nin bazi
transkripsiyon faktorleri tizerindeki etkisi, DNA-tamir endoniikleaz aktivitesi de olan
37 kDa’luk bir protein olan Ref-1’in rediiksiyonu ile olmaktadir (Nishinaka et all,

2001).

Rediikte olmus Trx-1 fonksiyonunu bir ¢ok proteine baglanarak gosterir. Trx,
apoptoz sinyal regiile edici kinaz-1 (ASKl1)’e, protein kinaz C’nin ¢esitli
izoformlarina, p40 fagosit oksidaza, niikleer glukokortikoid reseptoriine ve lipokaline
baglanmaktadir. Oksidatif stres durumlarinda ise Trx’ini oksidize eden ve bdylece
ASK-1’den ayrilmasini artiran ve ASK1’in aktive olmasin1 saglayan reaktif oksijen

tirinleri tiretilmektedir (Acar, 2013).
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1.4.2. Tiyoredoksin Sistemi ve Oksidatif Stres

Biitiin diger aerobik canlilarda oldugu gibi insan da enerji ihtiyacini oksidatif
metabolizma tarafindan kontrol edilen reaksiyonlar ile karsilamakta ve O, kullanimi

neticesinde reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusmaktadir (Acar, 2013).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, artmis serbest oksijen radikallerin bazi
hastaliklarin patogenezinde yer aldigini1 gostermistir. Kalp ile ilgili baz1 hastaliklar,
sinirsel hastaliklar, astim, seker hastaligi, romatolojik hastaliklar, yaslanma ve kanser
gibi hastaliklarin oksidatif stres ile iligkili oldugu gosterilmistir (Rahman 2007;
Valko vd. 2007).

Tiyoredoksinlerin antioksidan etkilerinde glutatyon peroksidaz ve hiicre zari
peroksidazlarinin, hiicrenin oksijen radikalleri ve peroksitlerin zararl etkilerine karsi
korunmasinda 6nemli rolii bulunmaktadir. Bu enzimler, reaktif oksijen {iirtinlerini
gidermek i¢in tiyol gruplarini elektron kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Trx, anti-
oksidan etkilerini baslica tiyoredoksin peroksidazlara elektron saglayarak
yapmaktadir. Oksidize olmus peroksitleri indirgeyerek enzimin monomerik formunu
geri kazandirirlar ve bdylece oksiradikal toplama gorevine devam saglanmis olur.

Trx, tiyoredoksin peroksidaz salinimini da arttirmaktadir (Berggren et all, 2001).

Metiyoninin oksidasyonu sonucunda olusan metiyonin stilfoksidin S- ve R-
epimerleri (MetO-S ve MetO-R) proteinlerin biyolojik aktiviteleri etkiledigi
gosterilmistir. Metiyonin siilfoksid birgok bakteri ve hayvan dokusunda bulunan ve
rediikte ditiyol tiyoredoksini (Trx-(SH),) kullanan metiyonin siilfoksid rediiktaz
tarafindan tekrar fonksiyonel metiyonine doniismektedir. Ortaya c¢ikan okside
disiilfid (Trx-(S-S) tiyoredoksin ise tiyoredoksin rediiktaz enzimi tarafindan NADP-
bagimli bir yolla ditiyol tiyoredoksine (Trx-(SH);) rediiklenerek siklusa geri
katilmaktadir. Boyle meydana gelen bir siklik oksido-rediiksiyon antioksidan sistemi

oksidatif strese maruz kalan hiicreleri korumaktadir (Stadtman, 2004).

Kog ve arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, genomundan TrxR 1,

Trx 1 ve Trx 2 genleri ¢ikartilmis maya (Saccharomyces cerevisiae) hiicrelerinin
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metiyonin siilfoksit indirgeme kapasitelerini incelemistir. Iki tiyoredoksini ayn1 anda
¢ikartilmig mutant hiicrelerde metiyonin siilfoksitin indirgenme iiriinii olan metiyonin
olugmadigi goriiliirken, Trx-1 geni ¢ikartilmis hiicrelerin metiyonin olusturabildikleri
goriilmiistiir. Bu durum da maya mantarinda metiyonin siilfoksit rediiktaz enzimi igin
elzem olan elektronlarin tiyoredoksinlerden saglandigini gostermektedir. Ayrica
metiyonin siilfoksitin indirgenmesi i¢in gerekli olan elektronlarin TrxR-1 olmadan
NADP’den tiyoredoksin proteinine transfer edilebilecegi bildirilmistir. Ayn1 sonug
stilfatin indirgenip metiyonin sentezinde kullanilmasinda rol alan 3-fosfoadenozin 5-
fosfosiilfat rediiktaz enzim aktivitesi i¢in de gozlenmemistir. Her iki deneyin
sonuclara bakildiginda, TrxR’m yoklugunda tiyoredoksinler icin gerekli olan
elektronlarin ikinci bir dondr tarafindan saglandigina dair delillerin oldugu

gorilmistir.

1.5. Kanser ve Tiyoredoksin

Neoplazinin anlamina bakildiginda, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla vuku bulan
ve apoptozun gerceklesmemesi ile ortaya ¢ikan normalin disinda olusan doku Kitlesi
olarak tanimlanmaktadir. Kanserin meydana gelmesi ve ¢ogalmasi olayma
bakildiginda neoplazi, bir doku ya da organi olusturan hiicrelerin anormal ve
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan bir durumdur. Neoplazmalar ¢ogu
zaman ayirt edilebilmesi miimkiin kitleler yani tiimorler olusturmak suretiyle
biiyiimektedirler. Kotii huylu olarak isimlendirilen neoplazmalar ¢ok fazla degisim
gostermektedirler ve lenf sistemi ve kan dolasimi yolu ile metastaz
olusturmaktadirlar. Ayrica ikincil organlara yayilarak viicudu iggal etmektedirler.
Kanser deyimi neoplazmayla hemen hemen es anlamlidir ve kontrol edilemez,
anormal hiicre cogalmasiyla karakterize edilen bir¢ok patojenik durum ig¢in

kullanilan genel bir terimdir (Unal, 2012).

Trx salinimi, muhtemelen proteinin yapisi ve fonksiyonundaki degisiklikler ile

iliskili olarak akciger, servikal, kolorektal, pankreas ve hepatik kanser gibi insan
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kanser tiiriinde arttig1 goriilmistiir (Tamura ve Stadtman 1996; Sédberg ve vd. 2000;

Yoo ve vd. 2006; Cadenas vd. 2010; Yan vd. 2012).

Kanser hiicreleri, hipoksik sartlara adapte olabilecek tiirde hiicrelerdir.
Hipoksi durumunda, kanser fenotipinin gelismesinde rol alan bir transkripsiyon
faktorli olan hipokside-indiiklenebilen factor-1 (HIF-1) aktive olur. HIF-1 6zellikle;
anjiyogenez, metabolik adaptasyon, hiicre ¢ogalmasi ve yasam siiresinin uzatilmasi
ile alakali genlerin aktivasyonuna neden olur. Iste Trx'in asir1 salinimi HIF-1 ve
vaskiiler endotelyal biliylime faktoriinii (VEGF) 6nemli oranda arttirmaktadir (Arnér

ve Holmgren 2006; Karlenius ve Tonissen 2010).
1.6. Tedavide Tiyoredoksin Rediiktazin Hedef Olarak Kullanilmasi

TrxR/Trx’nin biyolojik aktiviteleri ve saldirgan tiimor biiyiimesi ile olan
baglantisi, bu sistemin kanser terapisi i¢in Onemli bir hedef oldugunu
distindiirmektedir. Cesitli Trx/TrxR sistem inhibitorleri tanimlanmistir. Flavonoidler,
arsenik trioksit, antralin, 13-cis retinoik asit, stilfit iyonlari, nitrozotireler, agir metal
iyonlari, aurafin, motexafin gadolinium, plorotin literatiirde yer alan Trx ve TrxR
inhibitorleridir (Mukherjee ve Martin 2008). Uzun yillardan beri antikanser ilaci
olarak kullanilan arsenik trioksidin (ATO) gii¢lii bir memeli TrxR inhibitorii oldugu
gosterilmigtir. TrxR inhibisyonunun biitiin Trx sistemini inaktive etmesi ATO’nun

antikanser aktivitesiyle iliskilendirildigi sdylenebilir (b vd., 2009).

Asya’nin tropikal bolgelerinde yaygin olarak yetisen bir tibbi bitki olan
Curcuma longa ya da bilinen adiyla zerdegaldan izole edilen curcuminin son yillarda
antioksidan, antikanser ve TrxR inhibitor aktivitesi oldugu tespit edilmistir. Memeli
TrxR’nin redoks aktif kisimlart kurkumin analoglarinin hedefidir. TrxR’nin siireye
bagli, geri donlisiimsiliz olarak kovalent modifikasyon ile kurkumin analoglari

tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (Liu vd. 2008; Qui vd. 2008).
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1.7. Agir Metaller

Terim olarak bakildiginda agir metal terimi son zamanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak kontaminasyon ve potansiyel toksisite ile eko-
toksisiteyle iliskilendirilen metaller ya da yari-metaller metalloidler olarak
tanimlanmaktadir. Agir metal, metalik 6zellikler gosteren elementlerden olusan, net
bir tanim1 olmayan elementlere verilen isimdir. Bu gruba gecis metalleri, lantanitler
ve aktinitler ile baz1 yar1 metaller dahildir. Agir metal tanimu ile ilgili olarak bazen
yogunluk, bazen atomik agirlik, bazen de kimyasal 6zellikler ya da toksisitenin baz
aliarak yapildigi bir ¢ok tanimlama goriilmektedir. Tutarsiz tanimlamalar ve tutarh
bir bilimsel temeli olmamasi nedeniyle [IUPAC’1n bir teknik raporunda agir metal
kavraminin anlamsiz ve yanlis yonlendirici oldugu ifade edilmistir. Duruma gore agir
metaller karbondan hafif elementleri icerdigi gibi en agir metallerin bazilarini

digarida tutabilmektedir (Duffus, 2002).

Agir metaller canli biinyesine agiz yolu, solunum ve deri absorbsiyon ile
alinmakta ve bosaltim sistemleri ile (bobrek, karaciger, barsak, akciger, deri)
viicuttan atilamamaktadir. Bu sebepten dolayr agir metallerin fazlaca bir kismi, canli
biinyesinde birikmektedir. Bu biyobirikim neticesinde agir metal yogunlugu artmakta
ve toksik doz seviyesine ¢iktiginda ciddi rahatsizliklara hatta Gliimlere Ssebep

olabilmektedirler (Ozbolat ve Tuli, 2016).

Agir metallerin bir tanim ise dzkiitlesi 5g/cm® den daha fazla olan metaller
seklinde ifade edilmektedir. Tipta literatiiriinde ise toksik etki gosteren tim metaller
atom agirliklarina bakilmaksizin agir metal olarak siniflandirilir. En sik rastlanan ve
en ¢ok bilinen Civa (Hg), Mangan (Mn), Kobalt (Co), Nikel (Ni), Demir (Fe), Cinko
(Zn), Bakir (Cu), Arsenik (As), Kadmiyum (Cd), Kursun (Pb), Krom (Cr), Giimiis
(Ag) ve Selenyum (Se) agir metallere 6rnek verilebilir (Kahvecioglu, Kartal, Gliven
ve Timur, 2009). Bu metaller yerkiirede genis ¢apta bulunurlar ve dogada
biyobozunmaya ugramazlar (Gautam, Sharma, Mahiya ve Chattopadhyaya, 2014).
Biitiin agir metaller diisiik seviyelerde maruz kalma durumunda ¢ogu organizma igin

potansiyel olarak zararlidir. Belirli cevresel durumlarda agir metaller toksik
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konsantrasyonlara ulasir ve ekolojik zarara yol agar (Glimgim, Tez ve Giilsiin,

1994).

Agir metallerin dogada bulunmalar1 volkanik patlamalar ve erozyon gibi
dogal sebeplerle olabildigi gibi ¢ogunlukla endiistriyel atiklardan kaynaklanir. Balik,
sucul besin zincirinin genellikle en stiinde bulunur ve yasadigi ortamdan kaynakli
metal birikimine maruz kalabilir. Bunun sonucu olarak besin yoluyla bu metaller
insan viicuduna dahil olurlar. Biyolojik sistemlerdeki biyobirikim 6zelliklerinden
dolay1 farkli gidalarda metallerin bulunmasi goreceleri seviyelerine gore ciddi saglik
sorunlar1 olusturur (Gautam, Sharma, Mahiya ve Chattopadhyaya, 2014; akt,
Mansour ve Sidky, 2002).

Agir metal kontaminasyonunun ¢evrenin ekolojik dengesi ve sucul organizma
cesitliligi lizerine yikic1 etkileri vardir. Hayvan tiirleri arasinda baliklar bu
kirleticilerin zararli etkilerinden kacamayan canlilardir. Cesitli balik tiirleri {izerine
yapilan calismalarda agir metallerin hem dokularda hem de kanda baz1 biyokimyasal
parametreleri ve fizyolojik aktiviteleri degistirebilecegi gosterilmistir. Solungag, agir
metallerin viicuda girisi i¢in 6nemli bolgedir ve bu durum lezyonlara ve solungag

hasarlarina neden olur (Vinodhini ve Narayanan, 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

TrxR enzimi Trx’in indirgeyici substrat olarak goérev aldigi biitiin metabolik
olaylarda gereklidir. Bu, riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere
indirgenmesinden oksidant ve radikallerin detoksifikasyonu olaylarin1 kapsar. Ayrica
apoptosis, kanser, parazilozlar, kronik inflamasyon, otoimmun hastaliklar ve

norodejeneretif hastaliklar gibi cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda rol aldigi

bildirilmistir (Saccoccia vd. 2014).

Memeli TrxR izoenzimleri katalitik fonksiyonlarini siirdiirmek igin
selenoprotein olan selenosistein rezidiisiine gereksinim duymaktadir. Bu durum ise
Trx’in biitlin fonksiyonlar1 selenyuma baglandigi anlamina gelmektedir. Bundan
dolay1 selenyumun besinsel seviyesindeki biiyiikk degisimler Trx sisteminin
fonksiyonlarim1 bitiintiyle etkilemektedir (Acar, 2013). Memeli tiyoredoksin
rediiktaz, glutatyon rediiktaza homolog olan ve C terminalinin uzantisinda Gly-Cys-
SeCys-Gly dizisinden olusan selenosistein kalmtisin1 igeren bir homodimerdir.
Kimyasal modifikasyon ve peptid dizileme yontemleri kullanilarak okside enzimin
iki flavin olmayan redoks merkezi igerdigi bulunmustur; biri glutatyon rediiktazin
aktif merkezine benzer olan ve disiilfid seklindeki Cys59-Val- Asn-Val-Gly-Cys54
dizisinden, digeri ise kiitle spektrometrisi yontemi ile de kanitlanmis olan ve
selenosiilfid seklindeki Cys497-SeCys498 dizisinden olugsmaktadir. NADPH
tarafindan rediiklenmis enzimde bu iki merkez sirasiyla ditiyol ve selenotiyol

seklinde bulunmaktadir (Sandalova vd. 2001).

Demirbilek tarafindan yapilan ¢alismada kalic1 serebral iskemi olusturulan ve
taklit operasyonu yapilan sicanlarda iskemik bolgede ve periiskemik normal dokuda
TrxR (tiyoredoksin rediiktaz) aktivitesi, EGF (epidermal biiyiime faktorii) ve TNF-a
Tiimor nekrozis faktor-a) diizeyleri incelenmistir. Ayrica aym1 yonde ¢alisan Trx
(tiyoredoksin) sistem ve EGF ile zit yonde etki gosteren TNF-o diizeylerini
iskeminin uzak saatlerinde karsilastirarak inceleme tamamlanmustir. Iskemik hasarla
olusturulan oksidatif stres ile TrxR aktivitesinde kontrol grubuna gore, “iskeminin
48. saatinde istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildigi bildirilmistir. Sonug

olarak beyin iskemisi ile olusturulan oksidatif stresin TrxR’yi azalttigi ifade
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edilmistir. EGF diizeyleri artmig ve TNF-a diizeyleri degismemistir. TrxR enzim
aktivitesinin olusan oksidatif stres ile azaldigini, diger yandan EGF’nin norotrofik ve
noroprotektif etki gOstermek amaciyla artmis olabilecegi ifade edilmistir

(Demirbilek, 2007).

TrxR enziminin DNA sentezi, antioksidatif savunma, redoks sinyali,
selenyum metabolizmasi ve programlanmis hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi gibi farkl
hiicresel gorevleri bulunmaktadir. Mytilus galloprovincialis L. midye tiirliniin
hepatopankreas ham ekstresinden TrxR enziminin saf olarak elde edildigi ve bazi
kinetik ozelliklerinin incelendigi bir ¢alismada saflastirma basamaklarini amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sefaroz CL-6B iyon degisim kromatografisi ve-2',5'-ADP-
agaroz afinite kromatografisinin olusturmustur. Calismada, enzim i¢in optimum pH
7,0 olarak bulunmus, optimum sicakliginin ise 60 °C oldugu belirtilmis, NADPH ve
DTNB’e kars1 gosterdigi en yiiksek reaksiyon hizinin (Vmax) sirasiyla 4,82 ve 1,32
umol/dak/mg, Ky degerinin ise sirasiyla 85 ve 193 pumol oldugu bildirilmistir (Acar,
2013).

Memeli TrxR, monomerlerin birbirine paralel olarak hizalanmis oldugu bir
homodimerdir. TrxR-1’in C-terminal redoks merkezi, oksitlenmis Trx ile tiyol-
distilfit degisimine ugrar. Yakin zamanda algal toksini brevetoksinin TrxR-1"in essiz
ve gii¢lii bir inhibitér oldugu belirtilmistir. Boyut ve islevsellik bakimindan benzer
olan diger molekiillerin benzer sekilde davranabilecegi diisiiniilmiistiir (Chen vd.

2017).

Yapilan diger bir ¢alismada, timor biiylimesinde rolii oldugu diisiiniilen
tiyoredoksin rediiktazin, glioblastom multiformeli (GBM) hastalarin timor
dokularinda ve serum 6rneklerindeki degerleri incelenmistir. Buna gore 6rneklemini
27 hastanin olusturdugu bu caligmada tiyoredoksin rediiktaz degerleri, 6liimlerinin
ilk dort saatinde gelmis 12 otopsi vakasinin normal beyin dokularinda, ayrica 12
saglikli insandan alinan serum &rnekleri ile kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglardan
tiyoredoksin rediiktaz diizeyinin GBM’lerde (74.5 + 14.9 U/gr) normal beyin
dokularina (14.8 £ 3.4 U/gr) gore oldukca yiiksek oldugu, GBM’li hastalardaki
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serum tiyoredoksin rediiktaz ortalama degerinin (296.3 + 43.6 U/ml) kontrollere
(203.0 £ 11.3 U/ml) gore belirgin olarak arttig1 bildirilmistir. Ayn1 zamanda, hasta
serum ve doku tiyoredoksin rediiktaz degerleri arasinda anlamli bir korelasyon
olmadig1 bildirilmistir. Sonu¢ olarak da GBM’in malignite &zelligi ve olusum
mekanizmasi iginde artmis tiyoredoksin rediiktaz degerlerinin etkili olabilecegi ifade

edilmistir (Kemerdere, 2008).

Kiikiirt atomlarinin altin ve diger soy metallerle yiiksek afiniteli oldugu bilgisi,
cesitli soy metal iceren TrxR inhibitorlerinin kesfedilmesine yol a¢cmistir. Bu
inhibitorler genellikle olduk¢a giigliidiir ve 1Cso degerleri nanomolar araligindadr.
Literatiirde altin, platin, rutenyum, gadolinyum kompleksleri ile bazi civa, siilfiir,
selenyum ve telliir bilesiklerinin enzim aktivitesini inhibe ettigi nakladilmistir.
Bunun yaninda bazi polifenoller, kinonlar, kuinolle ve flavanoidler gibi dogal iiriin
ve analoklarmin da enzim aktivitesi tizerine inhibisyon erkisi gosterdigi bildirilmistir

(Cai vd. 2012).

Hindi karaciger dokularindan mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz (TrxR)
enziminin saflastirlmasi calismasinda ise enzim 3,07 EU x mg™ spesifik aktiviteyle
ve %?2,05 verimle gradientli santrifiigasyon ile homojenizasyon ve 2'5-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Hindi karaciger
dokularindan saflastirilan enzim i¢in saflastirma kat sayis1 990 olarak bildirilmistir.
SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile enzimin alt birim molekiil kiitlesi yaklasik
45,5 kDa, dogal molekiil kiitlesi ise Sephadex-G 150 jel filtrasyon kromotografisi ile
88 kDa olarak bulundugu aktarilmistir. Enzim i¢in optimum iyonik siddet degeri 600
mM potasyum fosfat tamponu, optimum pH 7,5 ve stabil pH ise 7,2 olarak
bildirilmistir. TrxR ig¢in, optimum sicakligin 50°C oldugu, kcat degerlerinin DTNB
icin 87,8 s, NADPH i¢in 109,75 s oldugu bildirilmistir. Daha sonra hindi
karacigeri TrxR enziminin aktivitesi iizerine bazi agir metallerin (Cu*?, Cd*?, Ag",

Zn*?, Fe*? ve Pb*?) inhibitr in vitro sartlarda incelenmistir (Temel, 2014).

TrxR’nin protein kimyast ve aktif kismindaki selenosistein kalintilarinin ilk

kesfinden bu yana, altin bilesikleri (6zellikle altin (I) ve altin (IT) bilesikleri) giicli
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enzim inhibitorleri gibi davranabilecekleri ifade edilmistir (Bindoli vd. 2009). Son
yillarda ise altin (IIT) bilesikleri tarafindan TrxR inhibisyonuna iligkin c¢aligmalar
yapilmistir (Engman vd. 2006). Moteksafin gadolinyum ise TrxR aktivitesini inhibe
eden Gd* iceren bir porfirin oldugu belirtilmistir (Karlenius ve Tonissen 2010).
Myricetin (ICsp 0,62 (mol/L) ve quercetin (ICsp 0,97 (mol/L) TrxR’in giiglii
inhibitorleri olduklari bildirilmistir (Lu vd. 2006).

Yapilan bir diger caligmada ise suda ¢oziinebilen ve palmarumisin tiirevi olan
PX-916 maddesinin insan tiyoredoksin rediiktaz-1'in 0.28 M ICsq degeri ile inhibe
ettigi, ayrica bu maddenin 0.25 pM ICsq degeri ile de MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde tiyoredoksin rediiktaz-1 aktivitesini de inhibe ettigi, ayni hiicrelerde 3.1
MM 1Cso degeri ile hiicre biiyiimesini durdurdugu bildirilmistir. PX-916 maddesinin
NADPH ve zamana bagli olarak muhtemelen selenosistein iceren katalitik bolge ile
reaksiyona girerek tioredoksin rediiktaz-1'i doniisiimsiiz olarak inhibe ettigi ifade
edilmistir. Bununla birlikte 100 kat daha yiiksek konsantrasyonlarada bile insan
glutatyon rediiktaz ve sitokrom P450 rediiktaz enzimlerini inhibe etmedigi tespit

edilmistir (Powis vd. 20006).

Parrilna ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada 2-asetilpridin-N(4)-
ortoklorofeniltiyosemikarbazon ile antimon (111), kalay (1V), galyum (1I1), bizmut
(IIT) ve altin (IIT) komplekslerinin MCF-7 ve HT29 hiicrelerine yiiksek derecede
sitotoksik oldugu, paladyum (1) ve platin (1) komplekslerinin bunlar kadar etkili
olmadig1 bildirilmis, bilesikler i¢in sitotoksik etkinin mekanizmalari muhtemelen ¢ok
farkl olabilecegi vurgulanmistir. Serbest tiyosemikarbazon ile galyum (111) ve kalay
(IV) kompleksleri TrxR veya GR'yi inhibe etmezken, bizmut (I11), paladyum (I1) ve
platin (1) komplekslerinin TrxR'yi inhibe ettigi fakat GR'yi inhibe etmedigi
bildirilmistir. Antimon (III) ve altin (III) komplekslerinin her iki enzimi de inhibe
ettigi, bununla birlikte TrxR {izerine ¢cok daha fazla etki ettigi tespit edilmistir. Bu
komplekslerin TrxR i¢in segiciligi, enzimin aktif bolgesindeki bir selenol kalintisina
baglanmasindan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. TrxR'nin segici inhibisyonu bu

komplekslerin farmakolojik profillerini destekleyen yeni bir mekanizma eklemekte
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boylece bu kompleklslerin kanser kemoterapisi i¢in ¢ok amagli metaloilaglarin

gelistirilmesinde bir 6nciil olabilecegi vurgulanmistir (Parrilha vd. 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullamlan kimyasal maddeler

Sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum asetat, sodyum kloriir, hidroklorik asit,
fosforik asit, metanol, etanol, izopropanol, asetik asit, potasyum kloriir E. Merck
AG’den; Etilendiamintetraasetik asit (EDTA), B-merkaptoetanol, giimiis nitrat ve
formaldehit Fluka’dan, protein marker V peqGOLD/peqlab’dan, sodyum hidroksit,
potasyum fosfat Riedel de Haen’den, glisin ICN Biomedicals Inc’den, ¢alismada

kullanilan diger kimyasallar ise Sigma Chemical Co.’dan temin edildi.

3.1.2 Kullanilan alet ve cihazlar

Calismalar sirasinda asagidaki cihaz ve aletlerden faydalanilmistir.
Sogutmali santrifiij: ThermoSL 16R
Spektrofotometre: SHIMADZU UV-1800

pH metre : inoLab pH-MeterCG840

Elektroforez tanki: Consort EV265

Peristaltik pompa: GILSON

Karistiric1 (Shaker) : COMBI-Shaker

Karistirict (Vorteks) : WiseMix

Hassas terazi: OHAUS pioneer

Otomatik pipet: Eppendorf

Magnetik karistirici: BioCote

Safsu cihazi: UltraPure (Typl) Water

Giickaynagi: 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus
Buzdolaplar1: Argelik

Derindondurucu (-20°C) : Argelik
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3.1.3 Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmalari
(Cozelti hazirlamak amaciyla saf su kullanilmistir.

3.1.3.a Aktivite olciimiinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,5 M KH3;PO4 (pH:7,5): 13,6 g KH,PO, tartilarak 180 mL saf su iginde
¢oziilerek pH 7,5’a ayarlandi. Toplam hacim 200 mL’ye saf su ile tamamlandi.

2. BSA ¢ozeltisi: 200 mg BSA tartilarak 100 mL saf su i¢inde ¢oziildii.

3. 5 mM DTNB ( 5,5’-Ditiyobis( 2-Nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi: 0,198 gr
DTNB tartilarak 0.1 mM EDTA igeren 0,1 M K-fosfat tamponu (pH: 7,2) iginde

c¢oziildiikten sonra son hacim 100 mL’ye saf su kullanilarak tamamlandi.

4. 2 mM NADPH c¢ozeltisi: 0,0743 g NADPH tartilarak bir miktar saf su

icerisinde ¢oziildiikten sonra son hazim 50 mL’ye saf su ile tamamlandi.

5. 50 mM EDTA ve 1 M KH,PO, (pH: 7,75 ): 4,65 gr EDTA ve 34 gr
KH,POy, tartilarak bir miktar saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH 7,75’e ayarlandi.

Toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.b. Solunga¢ dokusundan homojenat hazirlamak icin kullanilan

cozeltiler

10 mM Tris/HCI ve 1mM EDTA (pH: 7, 5) Tamponu: 1,21 g Tris ile 0,3724
g EDTA 950 mL suda ¢oziildii daha sonra pH 7,5’e ayarlandi ve hacmi saf su ile
1000 mL’ye tamamlanda.

3.1.3.c. Afinite kolonunda kullanilan c¢ozeltiler

1. Rejenere I ¢ozeltisi : 0,1 M Tris/HCI ve 0,5 M NaCl (pH:85) : 3,25 g
Tris/HCI ile 7,305 g NaCl 240 mL suda ¢oziildii daha sonra pH 8,5’e ayarlandi ve

hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2. Rejenere 11 ¢ozeltisi : 0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NaCl, pH: 4,5 (Asetat
Tamponu) (Afinite kolonunun rejenerasyonu icin kullanilan tampon ) : 3,4 ¢
NaCH3;COO ve 7,305 g NaCl alarak 230 mL saf suda ¢ozilip pH: 4,5’

ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.d. Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan ¢ozeltiler

1. Coommassie Brillant Blue cozeltisi: %95 ‘lik etanol igerisinde 100 mg
Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi ¢oziildiikten sonra 100 mL %95 ‘lik H3PO4

eklendi ve saf su ile bir litreye tamamlandi. Cozelti 151k olmayan ortamda saklandi.
3.1.3.e. Elektroforez i¢in kullanilan cozeltiler

1. 1 M Tris-HCI (pH: 8, 8): 12,11 g Tris-HCI tartilarak 80 mL suda ¢oziildi
ve pH metre ile pH 8,8’e ayarlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin hacmi saf su eklenerek 100

mL’ye tamamlandi.

2.1 M Tris-HCI (pH: 6, 8): 12,11 g Tris-HCI tartilarak 80 mL suda ¢oziildi
ve pH metre ile pH 6,8’e ayarlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin hacmi saf su eklenerek 100

mL’ye tamamlandi.

3. %0,8 Bisakrilamid -%30 Akrilamid ¢ozeltisi: 0,4 g bisakrilamid ve 15 g
akrilamid tartildiktan sonra bir miktar saf su eklenerek ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozeltiye

saf su eklenerek son hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

4. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 1 g sodyum dodesil siilfat reaktifi tartildiktan sonra
tizerine 9 mL saf su eklenerek ¢oziildii ve son hacmi saf su ile 10 mL olacak sekilde

tamamlandi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g sodyum amonyum persiilfat
reaktifi tartildiktan sonra tlizerine 9 mL saf su eklenerek ¢6ziildii ve son hacmi saf su

ile 10 mL olacak sekilde tamamlandi.

6. Yiirlitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartildiktan sonra 450 ml saf
su igerisinde ¢oziildii. Onceden hazirlanmis olan %10’luk SDS ¢dzeltisinden 5 ml
eklenerek ¢ozelti pH’s1 8,8’e ayarlanarak ¢ozeltinin toplam hacmi saf su ilavesi ile
500 ml olarak elde edildi.

7. Ornek tamponu: Onceden hazirlanan pH’s1 6,8 olan 1 M derisimdeki Tris-
HCI ¢ozeltisinden 0,65 mL, %100 ’lik gliserinden 1 mL, %0,1°lik bromtimol mavisi
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¢ozeltisinden 1 mL ve %10’luk SDS ¢ozeltisinden 1 mL alinip karistirildiktan sonra
cozeltinin toplam hacmi saf su ilavesi ile 10 mL’ye tamamlandi. Deney sirasinda

kullanimindan 6nce 950 pl 6rnek hacmi igin 50 ul B- merkapto etanol eklendi.

8. Sabitlestirme c¢ozeltisi: Jelde yiiriitillen proteinleri jele sabitlemek
maksatiyla %50 izopropanol, %10 TCA ile %40 su ihtiva eden bir ¢ozelti hazirlandi.

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

Blue R-250 reaktifi tartilip eklendi ve ¢6ziilmesi saglandi.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 40 mL su, 50 mL metanol ilr 10 mL asetik asitten

tesekkiil eden ¢ozelti hazirlandi.

11. %0,1’lik bromtimol mavisi: 0,1 gram indikator tartilarak 0,01 M 16 mL
NaOH c¢ozeltisi igerisinde ¢oziildiikten sonra son hacim saf su ile 100 mL’ye

ayarlandi.

3.2 Yontemler

3.2.1. Tiyoredoksin Rediiktaz enziminin aktivite tayini

Tiyoredoksin rediiktaz enziminin aktivitesi ol¢iiliirken Holmgren tarafindan
gelistirilen yontem kiiclik modifikasyonlar yapilarak kullanildi. Bu yontemde
tiyoredoksin rediiktaz enziminin NADPH bagimli olarak DTNB’deki disiilfit
baglarmin indirgenmesini katalizlemesi esas alindi (Holmgren 1977). Aktivite
6lgtimii 50 mM EDTA igeren ve pH’s1 7,75 olan 1,0 M potasyum fosfat tamponiu, 2
mM NADPH, 0,2 mg/mL sigir serum albiimin ve 5 mM DTNB ¢ozeltileri
kullanilarak gergeklestirildi. 1000 pl’lik kiivetteki karisima enzim eklendi (tablo 3.1)
ve 412 nm’de absorbans artist her 60 saniyede bir 3 dakika boyunca oOl¢iildii.

Calismada aktivite dlgiimleri oda sicakliginda gercgeklestirildi.
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Tablo 3. 1. Aktivite 6l¢iimiindeki kiivet icerikleri.

Kullanilan ¢ozelti Alinan hacim (Numune) Alinan hacim (Kor)

Aktivite tamponu (1 M K-

P, 50 mM EDTA 300 300
pH:7,75)

5mM DTNB (0,1 mM

EDTA ,0,1 M K-P 200 200
pH:7,2)

2 mg/ml BSA 100 100
2 mM NADPH 100 100
Saf su 280 300
Enzim numunesi 20

3.2.2 Protein Tayini

3.2.2.a Kalitatif protein tayini

Preparatlardaki proteinlerin Kkalitatif tayini, 280 nm dalga boyunda
proteinlerin yapisindaki triptofan ve tirozin aminoasitlerinin maksimum absorbans
gostermesine baglidir (Segel 1968). Kromatografi islemi sonrasi toplanan eliiatlar
kuvarz kiivetler kullanilarak, absorbanslari spektrofotometre cihazi vasitasiyla kore

(eliisyon tamponuna) karst okundu.

3.2.2.b Bradford yontemiyle protein tayini

Afinite kromatografisi metoduyla saflastirilan enzim ¢ozeltisi  ve
homojenattaki protein miktart Bradford yontemiyle bulundu. Proteine, Coomassie
brillant blue G-250’nin baglanmasi olayina dayanan bu yontemde, olusan kompleks
595 nm’de maksimum absorbans verir. Boyanin proteine baglanmasinin ¢ok hizli
gerceklestigi bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasinda degiskenlik gosterir
(Bradford 1976).

Tayin islemlerinde prosediir su sekilde gergeklestirildi; 1mL'sinde 1 mg
protein iceren standart homojenat ¢ozeltisi tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
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100 ul olmak tiizere sirasi ile konuldu. Tim tiipler ve saf su ile birlikte hacim
toplam 100 pl'ye tamamlandi. Tiiplere 4,9 mL renklendirici eklendi ve vorteks ile
birlikte karistirldi. Inkiibasyonda 10 dakika bekletilmesinin ardindan 595 nm'de 3
mL'lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerlerinin dlgiimleri yapildi. Karisimin
icinde 4,9 mL renklendirici ve kor olarak 100 pl saf su bulunur ve absorbans
degerlerine denk olan mg protein degerleri, standart grafik olarak ¢izildi. Numune
caligmalari i¢in, 10 kat seyreltilmis solungag homojenat1 ve saf enzim eliiatlar1 i¢in
benzer sekilde tiipler hazirlandi. Vorteks ile karistirilan tiipler 10 dakika boyunca
inkiibe edildi. 595 nm'de absorbans degerleri okutuldu. Bu islem 3 defa tekrarlandi
ve 3 farkli 6l¢iim elde edildi ve bu dlgtimlerin aritmetik ortalamalar1 alindi. Protein

miktarlar1 standart grafik sayesinde belirlendi.

3.2.3. Gokkusag alabah@imin solunga¢ dokusundan TrxR enziminin

saflastirilmasi

3.2.3.a. Solungac¢ dokusunun temini ve homojenat hazirlanmasi

Gokkusagi Alabalik ciftligi’nden temin edilen gokkusagi alabaliklart soguk
zincir ilkelerine gore Agr1 Ibrahim Cegen Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarina getirildi. Baliklarin solunga¢ dokular1 1 mM etilendiamin tetraasetik
asit (EDTA) iceren 10 mM Tris/HCI tamponu (pH 7,5) ile yikandiktan sonra kikirdak
kismi ayrildi ve bigak yardimiyla miimkiin oldugunca kii¢iik parcalara ayrildi. Yine
ayni tamponla homojenizator cihazi yardimiyla homojenat hazirlandi. Hazirlanan
homojenat 12700 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Olusan ¢okelek atilarak
stipernatant alindi. Elde edilen siipernatant su banyosunda 60 °C’de 6-7 dakika
bekletildikten sonra tekrar 12700 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek tekrar
stipernatant alindi ve ¢okelek atildi. Elde edilen siipernatant siizge¢ kagidi
kullanilarak siiziildiikten sonra 2'.5'-ADP Sepharose 4B affinity kolonuna tatbik
edildi.

3.2.3.b. TrxR enzimi icin afinite jelinin hazirlanmasi ve TrxR enziminin

saflastirilmasi

Enzimi saflagtirmada kullanmak {izere 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli 2 gram

tartilarak 300 mL saf su ile safsizliklar1 uzaklastirmak icin birka¢ defa yikandi.
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Yikama sirasinda jelin sismesi saglandi. Hazirlanan jel, kapali bir sistem olan 1x10
cm'lik kolona paketlendi. Jelin ¢okiisti ile birlikte peristaltik pompa yardimiyla 1 mM
EDTA ihtiva eden 10 mM Tris/HCI tamponu (pH 7.5) ile dengelendi. Kolonun
dengelendigi eliiat ve dengeleme tamponunun 280 nm'de absorbans farkinin 0,05’in

altina diismesinden anlasildi. Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu.

Onceden hazirlanan homojenat dengelenen 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite
jeli bulunan kolona tatbik edildi. Numune tatbikini sonrasinda 280 nm’de
elisyonlardaki absorbans farki 0, 05 olana dek kolon dengeleme tamponu ile
yikamaya birakildi. Sonra 2 mM EDTA igeren 0,15 M K-Fosfat (pH=7,5) tamponu
icerisinde 0-10 mM arasinda NADP® gradienti uygulanarak eliisyon yapild1 ve
eliatlar 1,5 mL halinde tiiplere alinarak herbirinde aktivite tayini yapildi. Sonraki

caligmalar i¢in aktif eliisyonlar birlestirildi.

3.2.4. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

Saflagtirilan enzimin saflik derecesinin kontrol edilmesi amaciyla %3-10
kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS- PAGE) Laemmli
metoduna gore uygulandi (Laemmli 1970).

[k olarak elektroforez plakalar1 su ve alkol ile yikandi. Diiz bir plaka ile
kenarlarda aralik olusturmayi saglayarak bir diger plaka iist liste koyularak kiskaglar
ile tutturuldu. Bu plakalar sizdirma onleyici siinger iceren jel hazirlama kabinine
konuldu. Ayirma jeli hazirlandiktan sonra enjektor yardimi ile iki plakanin arasina
iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar enjekte edildi. Jelin donmasi igin iki saat
beklendikten sonra ayirma jelinin katiligi kontrol edilip yigma jeli hazirlandi.
Hazirlanan jel iist bolgedeki boslugu dolduracak sekilde konuldu ve 6rneklerin
uygulanacagi kuyucuklarin olusmasi i¢in tarak yerlestirildi. Kuyucuklarin olusmasi
icin jelin katilagsmasi beklenirken kurumamasi igin 1slak siizgec kagidi ile sistemin
iistli kapandi. Katilasmanin ardindan tarak jeli bozmadan yavas ve dikkatli sekilde
cikartildi. Kuyucuklara eklenecek enzim oOrnegine bire bir oranda Onceden
hazirlanmis olan érnek tamponu ilave edildi. inkiibasyon icin sicak su banyosunda
ti¢ dakika bekletildi.

Elektroforez tankinin alt kismi ile dst kismi yiirlitme tamponuyla

doldurulduktan sonra enzim 6rnekleri ve standart proteinler numune kuyucuklarina
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dikkatli bir sekilde yiiklendi. Ilk olarak 6rnegin 80 voltta 30 dakika yiiriimesi
beklendikten sonra 6rnek ayirma jeline kadar ulasmis oldu. Bu asamanin ardindan
gerilim 120 volta yiikseltilereck Orneklerin jelin alt smirina gelmesine kadar
yiiriitmeye devam edildi.

Orneklerin jel iizerindeki ilerlemesinin gdzlenmesi 6rnek tamponuna ilave
edilmis olan brom timol mavisi ile saglandi. Yiiriitiilme tamamlandiktan sonra akim
kesildi ve plakalar arasindaki jel yavas ve dikkatli bi sekilde ¢ikarildi. Jel,
sabitlestirme ¢oOzeltisinde 20 dakika bekletildikten sonra ¢alkalayici iizerinde
boyama ¢ozeltisi icerisinde 2 saat bekletildi. Jelin boyanmasindan sonra boyama
cozeltisinden c¢ikarilip yikama c¢ozeltisine konuldu. Protein bantlar1 belirginlesip,
rengi agilana kadar yikanan jel, calkalayicidan ¢ikarilip olusan bantlarin fotografi

cekildi.

Tablo 3.2. SDS Page Tablosu

Yigma jeli Ayirma jeli

5mL 1M Tris/HCI pH:8,8 0,41 mL 1 M Tris/HCI pH:6,8
6,53 mL %30’luk akrilamid - 0,8 mL %30’luk akrilamid -
%0,8 bisakrilamid %0,8 bisakrilamid

0,2 mL %0,1°1ik SDS 0,03 mL %0,1’lik SDS

0,13 mL %5’lik TEMED 0,03 mL %10’luk TEMED
0,2 mL %10’luk PER 0,07 mIL%5’1lik PER

1 mL saf su 2,45 mL saf su

3.3. Gokkusag alabahig solungacindan saflastirilan TrxR enzimiyle ilgili

yapilan karakterizasyon ¢alismalari

3.3.1. Gokkusag alabahg solungacindan saflastirllan TrxR enziminin

molekiil kiitlesinin SDS-PAGE ile tayini

Laemmli (1970) metodu kullanilarak molekiil kiitlesi tayini yapildi. Standart
protein olarak 116 kDa, 90 kDa, 58 kDa, 48,5 kDa, 26,5 kDa’lik proteinler

kullanildi. Gokkusagi alabalik solungaci icin elektroforez islemleri uygulandi. Daha
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sonra Rf-log MA grafigi, standart proteinlerin Rf degerlerinin hesaplanmasi ile grafik
cizildi. Balik solungacindan saglanan TrxR enziminin alt birimlerinin Rf degerleri
hesaplandi. Bu degerler standart grafikte yerine konularak log MA degeri tayin
edildi. Son olarak, antilogaritmasi alinarak numunenin molekiil agirlig1 tespit edildi.

Proteinlerin Rf degerleri asagidaki formiiliin kullanilmasiyla belirlends;

Rf = Xe / Xboya
Xe = Proteinin yiliriime mesafesi Xboya = Boyanin yiiriime mesafesi

3.3.2. Gokkusagi alabalik solunga¢ dokusundan saflastirilan TrxR enzimi

icin optimum pH’nin bulunmasina yonelik calismalar

Gokkusagr alabalik solungacindan TrxR enziminin optimum pH’simi
belirlemek amaciyla pH’s1 6,5, 6,75, 7,0, 7,25, 7,50, 7,75, 8,0 olan K-fosfat tamponu

hazirland1 ve her bir tamponda enzim aktivitesi belirlendi.

3.3.3. Gokkusagi alabalik solunga¢ dokusundan saflastirilan TrxR enzimi

icin optimum iyonik siddetin bulunmasina yonelik calismalar

Gokkusag alabalik solungacindan TrxR enzimi i¢in optimum iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 550 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda K-fosfat tamponlar1 kullanilarak optimum iyonik siddet tespit
edildi.

3.3.6. DTNB ve NADPH substratlan icin K , ve Vmax degerlerinin

bulunmasina yonelik ¢alismalar

Gokkusagr alabaligi solungaci TrxR enziminin DTNB ve NADPH
substratlar1 i¢in Ky, ve Vmax degerlerinin tespiti amaciyla sabit DTNB
konsantrasyonunda NADPH substratinin 5 farkli konsantrasyonuyla aktivite 6l¢tiimii
gerceklestirildi. Bulunan deger kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.
Boylece NADPH i¢in Ky, ve Vmax degerleri bu grafikten belirlendi. Benzer
bicimde NADPH’1n sabit konsantrasyonunda DTNB’nin 5 farkli konsantrasyonuyla
aktivite Ol¢limii yapilarak Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve DTNB i¢in K,, ve

Vmax degerleri belirlendi.
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3.4. Gokkusag1 alabahgi solunga¢ dokusundan saflastirilan TrxR enzim
aktivitesi iizerine baz1 agir metal iyonlarmmmn in vitro etkilerinin incelenmesi
Agir metallerin enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in enzim aktivitesi,
doymus substrat konsantrasyonu ve bes farkli agir metal konsantrasyonu ile 6l¢tildii.
Enzim aktivitesinin yariya diismesine neden olan agir metal konsantrasyonlari (ICsp),
% aktivite-agir metal konsantrasyon grafikleri g¢izilerek belirlendi. K; sabitleri
Cheng-Prusoff denklemi kullanilarak hesaplandi.( Yung-Chi,C. and Prusoff, W.H.
1973)
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4 BULGULAR VE YORUM

4.1.Kantitatif protein tayini icin kullanilan standart grafik

Elde ettigimiz enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle yapildi. Oncelikle standart grafik hazirlandi. Enzim ¢dzeltilerindeki
kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart
¢oOzeltilerin ug proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.5°de gosterildi.

0.6 y = 0,0059x + 0,0054

R2=0,9871 Sekil

0,5 4.5.

0,4

0,3

0,2

Absorbans

0,1 o

0 20 40 60 80 100
mg/mL
Proteinlerin Bradford yontemiyle kantitatif tayininde kullanilan standart grafik

4.2. Gokkusag1 Alabalik Solunga¢c Dokusundan TrxR Enziminin Saflastirilmasi

Sonuclari

4.2.1. Afinite kromotografisi sonuclari

Hazirlanan homojenat dengelenen 2',5-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna

yiiklenerek kolon uygun tamponla yikandi ve enzim gradientli eliisyon yapilarak
1.0435 EU/mg spesifik aktiviteyle % 26.19 verimle 184.1 kat saflikla elde edildi.
Saflagtirma basamaklar1 Cizelge 4.1°de gosterildi.
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Cizelge 4.1. TrxR Enziminin saflastirma tablosu

Numune tiirii Aktivite | Toplam | Protein Toplam | Spesifik | Verim | Saflagtirma
(EU/ml) | hacim | (mg/ml) | aktivite | aktivite % katsayisi
(ml) E0) | ®Umg |7
protein)
Homojenat 0,042 12 7,41 0,504 | 0,0057 100 1
Is1
denatiirasyonu 0,04 10 1,27 0,4 0,0315 79,37 5,6
Afinite
kromotografisi | 454 5,5 0023 | 0132 | 1,0435 | 26,19 184,1

4.2.2. Gokkusagr Alabalik Solunga¢ Dokusundan Saflastirilan TrxR
Enziminin SDS-PAGE (ile Saflik Kontrolii

Gokkusagr alabalik solunga¢ dokusundan afinite kromotografisinden elde
edilen TrxR enzim safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE metodu kullanildi. Bu
amacgla elektroforez sistemi kurularak sirasiyla enzim numuneleri kuyulara

uygulanarak yiirtitiildii. Elde edilen bantlarin fotografi ¢ekilerek sekil 4.6’da verildi.

Sekil 4. 6. Afinite kromotografisi ile saflastirilan TrxR enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii. 2.
kuyu ve 3. Kuyu saflagtirilan TrxR, 1 kuyu standart proteinler (E. Coli b-galaktosidaz 116 kDa, insan
stitii laktoferrin 90 kDa, tavsan kasi piruvat kinaz 58 kDA, domuz kalp fumaraz 48.5 kDa ve tavsan
kast triosefosfat izomeraz 26.6 kDa).

40



4.3. Gokkusag1 Alabalik Solunga¢ Dokusundan Saflastirllan TrxR Enziminin

Karekterizasyon Calismalarinin Sonuclari

4.3.1. Gokkusag alabalik solunga¢ dokusundan TrxR enziminin alt
birimlerinin  SDS-PAGE ile molekiil Kkiitlesinin belirlenmesi

sonuc¢lari

Afinite kolonundan alinan enzim SDS-PAGE’de vyiiriitiildikten sonra
fotografi cekildi (Sekil 4.3). Standart proteinlerin ve enzimin jelde yiiriidiikleri
mesafeler 6l¢iildii ve Rf degerleri hesaplandi. Rf-log MA grafigi ¢izildi (Sekil 4.7).
Molekiil agirligr ise yaklasik 64,1 kDa olarak bulundu.

2,5
y =-0,923x + 2,0211
ol e R? = 0,9406
°
—~~
< 15
=
N—r
E
0,5
0
0 0,1 02 03 04 0,5 0,6 0,7
Ry

Sekil 4. 7. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rf - log MA grafigi

4.3.2. Gokkusag1 Alabalik Solunga¢ dokusundan saflastirllan TrxR

Enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik sonuclar

Gokkusagr alabalik solunga¢ dokusundan saflastirilan TrxR enziminin
optimum pH’sii tespiti i¢in pH degeri 6,5 ile 8,0 arasinda degisen K-fosfat
tamponlarindan olusan 7 farkli tampon c¢dzelti kullanilarak enzimin aktivitesi

belirlendi. Enzim i¢in optimum pH 7,75 olarak belirlendi.
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Cizelge 4.2. Gokkusagr alabalik solungaci TrxR enziminin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in yapilan
aktivite 6l¢lim sonuglart.

pH 6,5 6,75 7,0 7,25 7,5 7,715 8,0
Aktivite | 0,0087 | 0,0093 |0,0120 | 0,0120 | 0,0125 | 0,0130 | 0,0126
(EU/ml)

0,014

0,013

o
o
=
N

0,011
0,01

0,009

Aktivite( EU/mI)

o
o
o
[¢5]

0,007

0,006
6,25 6,45 6,65 6,85 7,05 7,25 7,45 7,65 7,85 8,05 8,25

pH

Sekil 4. 8. TrxR enzimi i¢in pH-aktivite grafigi (kullanilan tamponlar 300 mM K-fosfat, pH 6.5, 6.75,
7.0,7.25,7.5,7.75, 8.0)

4.3.3. Gokkusag1 Alabalik Solunga¢ dokusundan saflastirillan TrxR
enziminin optimum iyonik siddetinin belirlenmesine yonelik

sonuclar

TrxR enziminin aktivite 6l¢iimiinde en uygun iyonik siddetin belirlenmesi
icin Onceki ¢alismalar sayesinde uygunlugu tespit edilen optimum pH’ ya sahip K-
fosfat tamponunun kiivet i¢i konsantrasyonunun 50-550 mM arasinda oldugu aktivite
Olglimlerinde enzim aktivitesinin belirli araliklarla stabil kaldig1 goriilmekle birlikte
en yiiksek aktivitenin 300 mM K-fosfat tamponunda oldugu belirlendi. (Cizelge
4.3.ve Sekil 4.9.)
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Cizelge 4.3. Gokkusag1 Alabalik solunga¢ TrxR enziminin optimum iyonik siddeti i¢in KH,PO,
tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

[KH,PO,](mM) | 50 100 150 200 250 300 350 550

(kiivet ici
konsantrasyon)

Aktivite 0,00968 | 0,01164 | 0,01225 | 0,01275 | 0,01262 | 0,01336 | 0,01275 | 0,01225
(EU/ml)

optimum iyonik siddet
0,016
0,014
0,012 —O0
— 001
£ 0,008
D ’
W 0,006
0,004
0,002
0
0 100 200 300 400 500 600
[K-fosfat] mM

Sekild. 9. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO4 tamponu kullanilarak Gékkusagi Alabalik solungag
TrxR enzimi i¢in yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi.

4.3.4. DTNB ve NADPH substratlan icin Ky, ve Vmax degerlerinin

belirlenmesine yonelik sonuclar

Gokkusagr alabaligt solungag TrxR enziminin DTNB ve NADPH
substratlar1 icin Ky ve Vmax degerlerini belirlemek igin sabit TrxR
konsantrasyonunda DTNB’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite Olgiimleri
yapildi. Elde edilen degerlerle 1/[DTNB] degerine karsilik 1/V igin Lineweaver-
Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak DTNB igin K,, ve Vmax degerleri
belirlendi. Ayn1 sekilde DTNB’nin sabit konsantrasyonunda NADPH’in 5 farkli
konsantrasyonlariyla aktivite Olgiimleri yapilarak 1/[NADPH]-1/V degerleri
kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve NADPH i¢in Ky, ve Vmax
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degerleri hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucunda DTNB i¢in Ky, degeri 0,25 mM ve
Vmax degeri 0,011 EU/ml olarak; NADPH igin ise, Ky, degeri 7,88 mM ve Vmax
degeri 0,034 EU/ml olarak tespit edildi. Aktivite dlgiimleri optimal sartlarda
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4-4.5 ve Sekil 4.10-4.11°de
gosterildi.

Cizelge 4.4. Gokkusag: alabaligi solungac dokusu TrxR enziminin NADPH substrat: i¢in K, ve
Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik ¢aligsma sonuglari

[NADPH] (uM) (1/S) 100 125 |166,667| 250 | 500

Aktivite (EU/ml) (1/V) 48 |58,2857| 72 90,6667 144

H

140 y =0,2325x + 29,509

R?=0,9915

120
=

c 100
)

w 80
N—r

> 60
—

40

/;
-200 -100 0 100 200 300 400 500 600

1/[NADPH] mM

Sekil 4. 10. NADPH i¢in K, ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik

Cizelge 4.5. Gokkusag alabaligi solungag dokusu TrxR enziminin DTNB substrat1 i¢in K, ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik ¢aligma sonuglari

[DTNB] (mM)

2 2,63158| 3,33333 | 4,54545 10

Altivite (EUMD 51 701 |148.364| 160 | 194,286 |302,222
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350 y = 21,782x + 87,268
R =0,9915
300
250
=
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Sekil 4. 11. DTNB i¢in K, ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik

44.1. Gokkusagr Alabah@ solunga¢ dokusundan saflastirilan TrxR
enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlar i¢in ICs, ve Ki

degerlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin sonuclari

Calisilan agir metaller arasinda gokkusagi alabaligi solunga¢ TrxR enzimi
lizerine inhibisyon etkisi gosterenler icin en az 5 farkli inhibitor konsantrasyonunda
aktivite 6l¢iimili yapildi. Daha sonra inhibitér konsabtarasyonuna karsi % Aktivite
grafikleri ¢izilerek grafik denkleminden inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlari i¢in

ICso degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar tablo 4.1’de 6zetlendi.

Tablo 4.1. ICs, ve Ki Degerleri Tablosu

Metal Konsantrasyon ICs0 UM Ki pM
iyonu araligi uM

Ag 0,0005-0,015 0,00582 0,000647
Ni%* 5-80 40 4,44
Pb** 10-240 149 16,56
Fe** 100-2000 561 62
Cu* 100-1200 720 80
cr** 500-1500 871 97

45



Cd* 500-10000 inhibisyon gériilmedi
Sr?t 1000-15000 inhibisyon goriilmedi
zZn** 500-5000 inhibisyon goriilmedi
Mg®* 500-20000 Inhibisyon goriilmedi
-\ 10-300 inhibisyon goriilmedi

44.1a. Ag' iyonunun gokkusagn alabaligi solunga¢ TrxR enzimi

aktivitesi iizerine etkisi

Yapilan c¢aligma kapsaminda gokkusagui alabaligi  solungaglarindan

saflagtirilan  sitozolik TrxR enzim aktivitesi iizerine Ag’ iyonlarm etkisi

incelendiginde % aktivite- [metal iyonu] gragfigi yardimiyla hesaplanan 1Csy degeri

0,00582 nm olarak bulundu.

Hesaplana K; degerinin ise 0,000647 nm oldugu

belirlendi. Elde edilen sonuglar gizelge 4.6 sekil 4.12°de verildi.

Cizelge 4.6. Ag" iyonunun Gokkusagr Alabaligi solungag TrxR enzimi aktivitesi {izerine etkisi

Konsantrasyon nM % Aktivite
0 100
0,5 81,0123
1 54,4304
2,5 43,0379
10 27,8481
15 20,2532
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Sekil 4. 12. Gokkusag1 Alabaligi solungag TrxR enzimi {izerine Ag+iyonunu inhibisyon etkisini
gosteren grafik

4.4.1.b. Ni** iyonunun Gékkusagi Alabalig1 solunga¢ TrxR enzimi

aktivitesi iizerine etkisi

Laboratuvar ortaminda gerceklestirilen calismalar sonucunda goékkusagi
alabalig1 solunga¢ dokularindan saflastirilan sitozolik TrxR enzim aktivitesi {izerine
Ni%* iyon etkisi incelendiginde %aktivite-[metal iyonu] grafigiyle (Sekil 4.13)
hesaplanan 1Csy degeri 40 uM olarak bulundu. Hesaplanan K; degeri ise 4,44 uM
olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.7 sekil 4.13’te verildi.

Cizelge 4.7. Ni** iyonunun Gokkusagi Alabahig1 solungag TrxR enzimi aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0 100
0,005 85,4545

0,02 80

0,04 65,4545
0,07 29,0909
0,08 22,7273
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Sekil 4. 13. Gokkusag1 Alabaligi solungag TrxR enzimi iizerine Ni** iyonunu inhibisyon etkisini

gosteren grafik

44.1.c. Pb? iyonunun Gokkusagi Alabahgi solunga¢ TrxR enzimi

aktivitesi iizerine etKkisi

Calisma sonucunda gokkusagi alabaligi solunga¢ dokularindan saflastirilan

sitozolik TrxR enzim aktivitesi iizerine Pb®* iyon etkisi incelendiginde % aktivite-

[metal iyonu] grafigiyle hesaplanan ICsq degeri 149 uM olarak bulundu. Hesaplanan

Ki degeri ise 16,56 uM olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.8 sekil

4.14’te verildi.

Cizelge 4.8. Pb®" iyonunun Gokkusagi Alabaligi solungag TrxR enzimi aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0 100
0,06 72,13
01 59,02
0,18 45,90
0,2 39,34
0,24 32,77
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Sekil 4.14. Gokkusag1 Alabalig1 solungag TrxR enzimi iizerine Pb“" iyonunu inhibisyon etkisini
gosteren grafik

441d. Fe* iyonunun Gokkusagi Alabah@ solunga¢c TrxR enzimi

aktivitesi iizerine etKisi

Yapilan deneylerde gokkusagi alabaligi solunga¢ dokularindan saflastirilan
sitozolik TrxR enzim aktivitesi iizerine Fe** iyon etkisi incelendiginde %aktivite-
[metal iyonu] grafigiyle hesaplanan ICsq degeri 561uM olarak bulundu. Hesaplanan
Ki degeri ise 62 uM olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.9 sekil 4.15°te

verildi.

Cizelge 4.9. Fe** iyonunun Gokkusagi Alabalig solungag TrxR enzimi aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0 100
01 93,91
0,5 80
0,75 59,13
1 33,91
2 6,09
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Sekil 4. 15. Gokkusag1 Alabaligi solungag TrxR enzimi iizerine Fe** iyonunu inhibisyon etkisini
gosteren grafik

441e Cu* iyonunun Gokkusagr Alabahg solunga¢ TrxR enzimi

aktivitesi iizerine etkKisi

Yapilan calismalarda gokkusagi alabaligi solunga¢ dokularindan saflastirilan
sitozolik TrxR enzim aktivitesi iizerine Cu®* iyon etkisi incelendiginde % aktivite-
[metal iyonu] grafigiyle hesaplanan ICso degeri 720 uM olarak bulundu. Hesaplanan
Kj degeri ise 80 uM olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.10 sekil 4.16’da

verildi.

Cizelge 4.10. Cu* iyonunun Gokkusag Alabaligi solungag TrxR enzimi aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0 100
01 91,53
0,2 77,97
0,6 59,32
0,8 44,07
1,2 32,20
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Sekil 4. 16. Gokkusag1 Alabaligi solungag TrxR enzimi iizerine Cu®* iyonunu inhibisyon etkisini
gosteren grafik

4.4.1f cr* iyonunun Gokkusagi Alabalig: solunga¢ TrxR enzimi

aktivitesi iizerine etKisi

Yapilan calismalarda gokkusagi alabaligi solungac¢ dokularindan saflastirilan
sitozolik TrxR enzim aktivitesi iizerine Cr** iyon etkisi incelendiginde % aktivite-
[metal iyonu] grafigiyle hesaplanan ICso degeri 871 uM olarak bulundu. Hesaplanan
Ki degeri ise 97 pM olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar cizelge 4.11 sekil
4.17°de verildi.

Cizelge 4.11. Cr*" iyonunun Gokkusagi Alabaligi solungag TrxR enzimi aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0 100
05 76,92
0,65 63,08
0,75 55,38
1 36,92
15 32,31
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Sekil 4. 17. Gokkusagi Alabaligi solungag TrxR enzimi iizerine Cr** iyonunu inhibisyon etkisini
gosteren grafik
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5. SONUC ve TARTISMA

Son yillardaki hizli kentlesme ve sanayideki gelismeler cevresel bazi
problemlere neden olmaktadir. Dogal akuatik sistemler evsel, endiistriyel ve diger
insan yapimu aktivitelerden dolay1 biiyiik 6l¢iide kontaminasyona maruz kalmaktadir.
Nehirlerdeki agir metal kontaminasyonu, hizli biiyiiyen sehirlerde bu problemlerin
basinda gelmektedir. Kimyasal kontaminantlar i¢in giincel akuatik zarar tanimlama
prossediirleri persistans, bioakiimiilasyon ve toksisiteye dayanir. Bununla birlikte
metaller i¢in bu degerlerin kritik seviyelerinin belirlenmesi giictiir. Cilinkii metaller
dogal olarak cevrede kalicidirlar ve hem esansiyel hem de esansiyel olmayan
metaller dogal olarak biyobirikime ugrarlar. Ayrica metallerin toksisiteleri
jeokimyasal Ozelliklerden oldukg¢a etkilenirler (DeFrost vd. 2007; Vinodhini, vd.
2008; Reza, vd. 2010).

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda antioksidan enzim sistemlerindeki degisimler
lizerine agir metal toksisitesinin etkilerinin belirlenmesi amaciyla c¢alismalarin
yapilmas1  gerekliligi ~ vurgulannmgtir ~ (Vinodhini  vd.  2008).  Ornegin
detoksifikasyonda gorev alan bir enzim olan glutatyon S-tranferaz enzimi Agr1 Dagi
alabalig1 solunga¢ dokusundan saflagtirilmis ve Hg**, Cu®*, Zn?* ve Se*" iyonlarinin
enzimi inhibe ettigi belirlenmistir (Comakli, V., Kuzu, M. ve Demirdag, R. 2015).
Karaciger monooksigenaz enzim sisteminin bir bileseni olan ve NADPH kullanan
enzim olan sitokrom P450 rediiktaz enzimi Van Go6li baligi karaciger dokusundan
saflagtirilmis ve Hg2+, Ag’ ve cu®* iyonlarinin enzimi in vitro ortamda inhibe ettigi
bildirilmistir (Kuzu, M. ve Ciftci, M. 2015). Bununla birlike 6zellikle tiyoredoksin
rediikraz enzimi iizerine agir metallerin etkileri konusunda literatiirde olduk¢a sinirh
bilgi bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada mitokondriyel TrxR
enzimi alabalik karaciger dokularindan saflastirilmis ve karakterize edilerek bazi agir

metallerin enzim aktivitesi {izerine in vitro etkileri incelenmistir (Ozgencli ve Ciftci,

2016).

Yapilan bu caligmada ise sitozolik TrxR enzimi alabalik solunga¢ dokularinda
saflagtirilarak ilk defa bir balik tiiriiniin solungacglarindan elektroforetik saflikta
saflastirilmis oldu. Saflastirma islemi 1s1 denatiirasyonu ve 2',5'-ADP Sepharose 4B

afinite kromatografisi teknikleri kullanilarak iki basamakta gergeklestirildi. Afinite
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kolonundan elde edilen enzimin safligt SDS-PAGE ile kontrol edildi ve tek bant
goriildi. Standart proteinler kullanarak elde edilen Rf -log MA grafigi yardimiyla
enzimin monomer molekiil agirligi ~64,1 kDa olarak hesaplandi. Daha 6nce yapilan
diger calismalarda ise mitokondriyel TrxR enzimi sigir adrenal korteksinden
saflastirilmis ve monomer molekiil agirligi 56 kDa olarak belirlenmistir (Watabe vd.
1999). Bu deger alabaligi karaciger mitokondriyel TrxR i¢in yaklagik 70 kDa
(Ozgengli ve Ciftci, 2016), insan plasenta TrxR icin 55,2 kDa (Gromer vd. 1998), rat
karaciger TrxR enzimi igin 58 kDa olarak belirlenmistir (Luthman ve Holmgren,
1982). Dolayisiyla alabalik solungag sitozolik TrxR enzimin molekiil agirliginin

literatiir ile uyumlu oldugu séylenebilir.

Calisma sonucunda Gokkusagi Alabaligi solunga¢ dokusundan TrxR enzimi
184,1 kat saflastirilmistir. Diger bir ¢alisma olan midye hepatopankreasi tiyoredoksin
rediiktazinin saflagtirilmasi ve bazi 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla yapilan bir
diger ¢alismada ise midye hepatopankreas ham ekstresinden sirayla amonyum
stilfatla ¢oktirme, DEAE-Sefaroz CL-6B anyon degistirici ve afinite (2',5-ADP-
agaroz) kromatografileri uygulanmasi sonucu adi gecen dokuda tiyoredoksin
rediiktazin 965 kez saflagtirilarak elde edildigi bildirilmistir (Acar, 2013). TrxR
enzimi daha Once sigan karacigerinden Sephadex jel filtrasyonu ve DEAE-seliiloz

kromatografileri kullanilarak 626 kat saflastirildigi belirtilmistir (Larsson 1973).

2’5’-ADP Sepharose 4B afinite kromotografisi yontemiyle gokkusagi
alabalik solunga¢ dokusundan saflagtirilan TrxR enziminin spesifik aktivitesi 1,0435
EU/mg bulundu. Literatiir taramasi sonucunda; Pigiet ve Conley (1977) saf
tiyoredoksin rediikktazin DTNB indirgeme metodu ile tayin edilen spesifik
aktivitesinin 1,290 U/mg, Maggioli ve vd. (2004 ) 7,117/mg, Williams ve arkadaslari
(1967) ise 1,020 U/mg oldugu, glutatyon rediiktazinkinin ise 214 umol/dak (Pigiet ve
Conley 1977), ve 210 pumol/dak, (Williams ve Arscott 1971) olarak belirtilmistir.
Acar’mn (2013) calismasinda enzimin saflik derecesi, SDS-PAGE uygulanmasi ve
spesifik aktivitenin hesaplanmasi ile incelendigi belirtilmistir. Bu ¢alismada TrxR
enziminin spesifik aktivitesi 29,745 EU/mg protein olarak saptandigi belirtilmistir.
Bu c¢alismada, saf olarak elde edilen TrxR’in spesifik aktivitesi bakimindan, diger

tiirlerden izole edilen tiyoredoksin rediiktazlarla kiyaslandiginda 25 kat daha fazla
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spesifik aktivite gosterdigi gézlenmektedir. Tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi DTNB
bagimli metodun yant sira, tiyoredoksin varliginda substrat olarak insulin kullanilan
metod ile kanitlanmistir. Midye tiyoredoksin rediiktazinin, elektron vericisi olarak
kullanilan NADPH varliginda insulindeki disiilfid baglarin1 rediikleyebildigi tespit
edilmistir (Acar 2013).

Saflastirilan enzim i¢in optimum pH ve optimum iyonik siddetin
belirlenmesine yonelik aktivite Ol¢timleri yapildi. Yapilan c¢alismalar neticesinde
enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 7.75 K-fosfat tamponunda gosterdigi bununla
birlikte pH 7.0’dan sonra enzimin aktivitesini belirli bir diizeyde korudugu tespit
edildi. Bununla birlikte pH 7.75 ve 8.0°da Tris/HCIl tampon ile yapilan aktivite
Olciimlerinde ise aktivitenin K-fosfat tampon ile yapilan ol¢limlere gore ¢ok diisiik
oldugu gorildii. Yine farkli konsantrasyonlardaki K-posfat tamponunda yapilan
aktivite 6lgtimlerinde enzim aktivitesinin 300 mM kiivet i¢i konsantrasyonunda en
yiiksek oldugu belirlendi. Ancak aktivitenin 150 mM konsantrasyonundan sonra 550
mM konsantarasyona kadar goreceli olarak stabil oldugu goriildii. Daha 6nce yapilan
calismada alabalik mitokondriyel TrxR enzimi i¢in optimum pH 7.50, optimum
iyonik siddet ise 500 mM olarak verilmistir (Ozgengli ve Ciftci, 2016). E.coli enzimi
icin ise optimum pH’nin 7.7 oldugu ve K-fosfat ile yapilan 6l¢iimlerdeki aktivitenin
Tris/HCI 1ile yapilan Ol¢limlere kiyaslandiginda 2 kat fazla oldugu bildirilmistir
(Moore, Reichard ve Thelander, 1964). Enzimin substratlarina olan ilgisini gosteren
Kwm degerlerinin hesaplanmasi amaciyla bes farkli substrat konsantrasyonunda
aktivite olglimleri yapilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Buna gore enzimin
NADPH ve DTNB igin Ky degerleri sirasiyla 7.88 uM ve 0.25 mM olarak
hesaplandi. Bu degerler daha once yapilan ¢aligmalarda rat karaciger TrxR igin
sirastyla 6 uM ve 0.66 mM (Luthman ve Holmgren, 1982), sigir adrenal korteksi
TrxR enzimin DTNB i¢in 3.9 mM, insan plasenta TrxR enziminin NADPH i¢in 18
uM olarak bildirilmistir (Gromer vd. 1998). Bu degerlerle kiyaslandiginda enzimin

substratlarina ilgisi bakimindan rat karaciger enzimine benzer oldugu s6ylenebilir.

Sican karacigerinden izole edilen tiyoredoksin rediiktazin DTNB’e kars1 Ky
degeri 660 uM, NADPH’a kars1 6 uM olarak saptanmistir (Luthman ve Holmgren
1982). Thermotoga maritima bakterinin (Yang ve Ma 2010) tiyoredoksin rediiktazin

Vmax degeri 115 pmol NADPH olarak bildirilmistir. Deinococcus radiophilus
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tiyoredoksin rediiktazinin NADPH’a kars1 Ky ve Vmax degerleri sirastyla 12,5 umol
ve 25 umol/dak., DTNB’a kars1 Ky Ve Vimax degerleri ise sirasiyla 463 umol ve 756
umol/dak olarak tespit edilmistir (Seo ve Lee 2010). Sican karacigerinden
saflastirilan TrxR’m NADPH’a karst Ky degerinin 40 umol olarak bildirilmistir
(Larsson 1973).

Oksidatif hasara karsi1 koruma, hiicresel stres tepkisi ve protein tamiri igin
anahtar role sahip tiyoredoksin sisteminin bir bileseni olan TrxR igerdigi yapisal
sistein rezidiilerinden dolay1 oksidasyona duyarli hale gelir (Carvalho vd. 2008).
Ayrica selenol ve tiyol gruplarindan dolayr enzimin 6zellikle iki degerlikli metal
iyonlari ile kompleks olusturarak inhibe olabilecegi aktarilmistir (Ozgencli ve Ciftci,
2016). Ornegin civanin toksik etkisini antioksidan regiilasyonda gerekli olan
glutatyon peroksidazi ve TrxR gibi selenoenzimleri inhibe ederek gdsterebilecegi
vurgulanmigtir  (Branco vd. 2012). Bu nedenle balik solungag dokularinda
tiyoredoksin sisteminin agir metallerden nasil etkilendiginin belirlenmesi amaciyla
TrxR enzimi iizerine in vitro etkileri incelendi. Yapilan 6l¢iimler sonucunda Ni%",
cu®, Pb*, cr¥, Fe*, Ag® iyonlarinin enzim inhibe ettigi belirlendi. Elde edilen
sonuglar kullanilarak her bir iyon i¢in % Aktivite- metal iyonu konsantrasonu grafigi
cizildi ve buradan ICsy degeri bulundu. Daha sonra Cheng-Prusoff esitligi
kullanilarak K; degerleri hesaplandi. Etkisine bakilan metaller icerisinde en kuvvetli
inhibisyon etkisini Ag* iyonu gosterdi. Bununla birlikte yine Ni** iyonu uM diizeyde

inhibisyon etkisi gosterdi.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda enzim aktivitesinin Ca** ve Mg®* iyonlar
tarafindan zayif inhibe edilirken Cu®, Fe**, Mn?*, Zn®* gibi iki degerlikli metal
iyonlari tarafindan kuvvetli inhibe edildigi bildirilmistir (Watabe vd. 1999). Yine
Ozgengli ve Ciftci tarafindan yapilan calismada Se™ | cu®*, Co®, Ni**, Fe** ve
AP iyonlarmin alabalik karaciger dokusundan saflastirilan mitokondriyel TrxR
iizerine etkileri incelenmis Se** iyonunun enzimi aktive ettigi diger metal iyonlarinin
ise mM diizeyde enzimin inhibisyonuna sebep olduklari bildirilmistir (Ozgengli ve
Ciftci, 2016). Agir metallerin biyolojik birikim o6zellikleri Cyprinus carpio tiirii
tizerinde calisilmis ve solunga¢ dokularinda Cd>Pb>Ni>Cr siralamasinda metallerin

toplanma egiliminde oldugu belirtilmistir (Vinodhini ve Narayanan, 2008).
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Dolayisiyla agir metallere maruz kalan balik tiirlerinde tiyoredoksin sisteminin bu
durumdan etkilecegi ve bu etkinin zamanla biyobirikimden dolay:1 artabilecegi
sOylenebilir. Bu ise agir metallerin toksik etkilerinin mekanizmalarindan biri olarak

degerlendirilebilir.

Hg?*, Cu?*, Se**, AI** iyonlarinin Agri Dag1 alabaligi solungag dokusundan
saflastirllmis glutatyon S-transferaz enzimin aktivitesi tizerine etkileri inclenmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda metal iyonlarinin ICsg ve K degerleri bulunmustur. Metal
iyonlarinin ICsg degerleri; Hg?* iyonu i¢in 0,137 uM, Cu®" iyonu i¢in 0,159 uM, Se*
iyonu i¢in 0,239 pM, AI** iyonu i¢in 4,08 uM, K; degerleri ise; Hg?* iyonu icin 0,038
uM, Cu®* iyonu igin 0,044 pM, Se** iyonu igin 0,066 pM, A% iyonu i¢in 1,134 uM
olarak bildirilmistir (Comakl, V., Kuzu, M. ve Demirdag, R. 2015).

Burada Ag® iyonunun inhibisyon etkisi oldukca dikkat ¢ekicidir. Ciinkii bu
iyon i¢in ICsq degeri 5.82 nm olarak hesaplanmistir. Bunun nedeninin enzimin aktif
bolgesinde sistein aminoasitini igermesi oldugu diisiiniilmektedir. Insan sitozolik
TrxR enziminin ii¢ tane yapisal sistein rezidiisii (Cys®?, Cys®® and Cys’®) igerdigi ve
bu rezidiilerin Cys®?-Cys® arasinda aktivite kaybina sebep olan ikinci disiilfid bagini
olusturarak enzimi oksidasyona dayaniksiz hale getirdigi bildirilmistir (Carvalho vd.
2008). Aktif ve katalitik bolgelerinde Cys ihtiva eden enzimler Ag" ve Hg* gibi agir
metal iyonlar1 ile —SH grubu {izerinden merkaptanlar olusturarak inhibe olduklari

bildirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Sonug olarak bu tez kapsaminda ;

Gokkusag alabaligi solunga¢ dokusundan TrxR enziminin saflagtirilmasi igin
2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kromotografisi yontemi kullanilmistir. Bu yontemle
enzim saf olarak elde edilmis ve saflagtirma sonuclarinin literatiirle uyumlu oldugu

gorilmiistiir.

Calisma sonucunda Gokkusagi Alabalig1 solunga¢ dokusundan TrxR enzimi
1,0435 EU/mg spesifik aktiviteye sahip % 26,19 verimle 184,1 kat saflastiriimistir.

Enzimin saflig1 elektroforezde bulunan tek bant ile tespit edilmistir.

Saflastirilan Gokkusagi Alabalig1 solunga¢ dokusundan TrxR enzimi i¢in
yapilan karakterizasyon calismalarinda optimum pH 7,75, optimum iyonik siddet 300

mM potasyum fosfat olarak belirlenmistir.
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Gokkusagr Alabalig1 solungag dokusundan saflastirilan TrxR enzimi iizerine
baz1 agir metal iyonlarinin inhibisyon etkileri incelenmistir. Ag*, Ni**, Pb?*, Fe®*,
Cu2+,Cr3+ metal iyonlariyla calisilmistir. Metal iyonlar1 igin ICso ve K degerleri
hesaplanmistir. Inhibisyon ¢alismalar1 sonucunda metal iyonlarmin diisiik dozlarda

TrxR enzimini inhibe ettigi goriilmiistiir.
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