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OZET

Doktora Tezi

GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss) KARACIGER
DOKUSUNDAN MIiTOKONDRIYAL TiYOREDOKSIN REDUKTAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI METAL
IYONLARININ ENZIM AKTIiVITESI UZERINE IN VITRO ETKILERININ
INCELENMESI

[lknur OZGENCLI

Atatiirk Univesitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mehmet CIFTCI

Tiyoredoksin rediiktaz (E.C 1.6.4.5.; TrxR) enzimi piridin niikleotid-distlfid
oksidorediiktazlarin flavoprotein ailesine bagli bir enzimdir. Bu tez kapsaminda
mitokondriyal TrxR enzimi gokkusagi alabaligi karacigerinden saflastirildi. Saflagtirma
islemi; homojenatin hazirlanmas1 ve 2'5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
olmak iizere 2 asamada gergeklestirildi. Enzim 11,9 EU/mg protein spesifik aktiviteyle,
%2,38 verimle ve 672 kat saflastirildi. Enzimin safligit SDS-PAGE ile kontrol edilerek
alt biriminin molekiil kiitlesi yaklagik 70 kDa olarak hesaplandi. Enzim igin optimum
pH fosfat tamponunda pH: 7,5; stabil pH, fosfat tamponunda pH: 8,0; optimum sicaklik
0°C ve optimum iyonik siddet 0,5 M fosfat tamponunda pH: 7,5 olarak belirlendi.
Enzimin dogal molekiil kiitlesi jel filtrasyon kromatografisi metoduyla 151 kDa olarak
bulundu. Ayrica NADPH substrati igin Ky, sabiti 12,65 uM ve Ve degeri 0,51 EU/ml;
DTNB substrati i¢in Ky sabiti 0,83 pM ve Vi degeri 0,079 EU/ml olarak belirlendi.
Gokkusagr alabaligi karacigerinden saflastirilan mitokondriyal TrxR enzim aktivitesi
lizerine Se™, Cu*?, Co™, Ni*?, Fe™® ve Al"™® metal iyonlarinin inhibisyon etkisi in vitro
olarak arastirildi. Se™ iyonu enzim aktivitesini arttirirken metal iyonlarimin tamami
inhibisyon etkisi gosterdi. Inhibisyon etkisi gosteren diger metal iyonlarmin
Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla K; sabitleri ve inhibisyon tiirleri belirlendi. K;
sabitleri sirayla Al icin 0,14+0,026 mM, Co*? icin 0,170,033 mM, Fe*? i¢cin
0,34+0,025 mM, Cu* icin 0,85+0,045 mM ve Ni*2 icin 1,60+0,285 mM olarak
hesapland. Ayrica DTNB i¢in zgiilliik sabiti (Vo) 44x10% dk™® uM™ ve turnover sayisi
(kcat ) degeri 36,2x10° dk™* olarak bulundu.

2014, 83 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tiyoredoksin rediiktaz, karakterizasyon, saflagtirma, gokkusagi
alabalig1, metal iyonlar1



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF MITOCHONDRIAL
THIOREDOXIN REDUCTASE ENZYME FROM RAINBOW TROUT
(Oncorhynchus mykiss) LIVER TISSUE AND INVESTIGATION THE EFFECT
OF SOME METAL IONS ON ENZYME ACTIVITY ON IN VITRO

[lknur OZGENCLI

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet CIFTCI

Thioredoxin reductase (E.C 1.6.4.5.; TrxR) is an enzyme belonging to flavoprotein
family of pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductases. In this thesis, mitochondrial
TrxR enzyme was purified from rainbow trout liver. The purification of the enzyme was
performed by two steps procedure as preparation of homogenate and 2'5-ADP
Sepharose 4B affinity chromatography. Enzyme was obtained having a spesific activity
of 11.9 EU/mI proteins with a yield of 2,38% and 672 of purification fold. The purity of
the enzyme was controlled and molecular weight of its subunits were calculated as 70
kDa by SDS-PAGE. Optimal pH, optimal ionic strenght, optimal temperature, stable pH
for enzyme were determined as pH 7.5 at 500 mM phosphate buffer, 0°C and pH 8.0 at
phosphate buffer, respectively. The native moleculer mass of the enzyme was found to
be approximately 151 kDa by gel filtration chromatography. Besides, Ky constants and
Vmax values for both substrates, DTNB and NADPH, were calculated as 0.828 uM and
0.079 EU/mI and 12.65 pM and 0.513 EU/ml. Respectively in vitro effects of A",
Co?*, Fe**, cu®, Ni** and Se** metal ions on the enzyme activity were examined. K;
constants for metal ions inhibiting enzyme were determined as 0.14+0.026 mM,
0.17+£0.033mM, 0.34+0.025mM, 0.85+0.045mM and 1.60+0.285 mM. V, values and
turnover number (Ke) for DTNB were calculated as 44x10° min™? pM™ and 36.2x 10°
min

2014, 83 pages

Keywords: Thioredoxin reductase, characterization, purification, rainbow trout, metal
ions
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1. GIRIS

1.1. Tiyoredoksin Rediiktaz Enziminin Yapisi

Tiyoredoksin rediiktazlar (EC 1.6.4.5); lipoamid dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz, civa
rediiktaz enzimlerini igine alan ‘piridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktazlarin’

flavoprotein ailesine ait enzimlerdir (Mustacich and Powis 2000).

Flavin niikleotidler; (FMN ve FAD) oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarin
katalizleyen enzimlerde prostetik grup olarak rol oynarlar. Bu enzimlere flavoenzimler
ya da flavoproteinler denir. Bu enzimler piruvatin, yag asitlerinin ve amino asitlerin
oksidatif degredasyonunda rol oynadiklari gibi, elektron transport zincirinde de gorev
alirlar. Flavoproteinler daha kuvvetli elektron akseptorii olduklarindan elektronlar
piridin niikleotidlerden ¢ok kolaylikla almaktadirlar. Flavin niikleotidler, flavo
enzimlere kuvvetlice fakat kovalent olmayan bir sekilde baglanmaktadir (Goziikara
2011). S6z konusu olan piridin niikleotid, tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) enzimi igin
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat’tir (NADPH). NADPH tamamen indirgeyici
biyosentez olaylarinda goérev alirken bunu koenzim olarak kullanan enzimlere

‘rediiktazlar’ denir (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR) her bir monomerinde, bir FAD prostetik grup, bir
NADPH baglanma boliimii ve redoks aktif disiilfid igeren aktif bir bolgesi bulunan
homodimerik proteinlerdir. Elektronlar NADPH’dan TrxR’nin aktif bolgesine FAD
araciligiyla transfer edilirler (Williams 1995). TrxR enziminin aktivitesi; oksidatif
hekzos monofosfat (HMPS) dongiisiiniin kontrol noktasi enzimi olan glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) enzimi ile iiretilen NADPH tarafindan diizenlenir (Biaglow and
Miller 2005).

Enzim bir¢ok organizmadan karakterize edilmis, bakteri ve memeli olmak tizere iki

siifta toplanmistir. Ancak bu siniflandirma kullanimi giinlimiizde yaygin degildir.



Giiniimiizde TrxR’nin siniflandirmas1 molekiil kiitlelerine gore yapilmaktadir. Kiigiik
TrxR’ler (alt birim molekiil kiitlesi yaklasik 35 kDa olanlar) ve biiyilk TrxR’ler (alt
birim molekiil kiitlesi yaklasik 55 kDa olanlar) (Tandogan ve Ulusu 2011). Alt birim
molekiil kiitlesi yaklasik olarak 55 kDa olan TrxR’ler (insan ve Plasmodium
falciparum‘dan izole edilen TrxR’ler) her bir alt biriminde bir FAD prostetik grup, bir
redoks aktif disiilfid ve bir de redoks aktif grup igerirler. Bu redoks aktif grup insanda
selenilsiilfid; Plasmodium falciparum’da ise disiilfiddir. Yaklasik 35 kDa molekiil
kiitlesinde alt birimleri olan TrxR’ler (E.coli ve diger prokaryotlar, maya, Miso plasmas,
Giardia duodenalis, Arabidopsis thaliana ve Methanococcus jannaschii den izole
edilenler) ise her bir alt biriminde bir FAD prostetik grup ve redoks aktif disiilfid

bulunduran homodimerik proteinlerdir (Williams Jr et al. 2000).

Enzimin mitokondriyal ve sitozolik olmak tizere iki formu vardir (Mustacich and Powis
2000). Ancak memeli TrxR’lerinin {i¢ degisik izoformu bulunur. Bunlar;
sitozol/niikleustan izole edilen TrxR1, (Holmgren and Bjornstedt 1995), mitokondriden
izole edilen TrxR2 ve testislerden saflastirilan TrxR3’diir (Gasdaska et al. 1999).

Memelilerde bulunan  TrxR’ler selenyum igeren piridin niikleotid-disilfid
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 ucta tetrapeptid —Gly-Cys-Sec-Gly-COOH motifi i¢inde bulunan, kolaylikla
erisilebilen bir selenosistein (Sec) rezidiisiinii bulundururlar. Komsu sisteinlerle beraber,
elektronlart dimerik enzimin diger alt biriminin N-terminal ucunda bulunan, redoks
aktif Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys motifinden alan selenilsiilfid / selenotiyol olustururlar
(Witte et al. 2005).

E.coli ve maya hiicrelerinden saflastirilan TrxR’lerin aksine memelilerde bulunan
TrxR’ler daha biiyiik ve selenosistein rezidiisii igerirler. Plasmodium Falciparum,
memeli TrxR ailesi ile yiiksek derecede benzerlik gosterir fakat SeCys rezidiisiinden
yoksundur. Bunun yerine —Cys-X-X-X-X-Cys-Gly- dizisinde bulunan iki sistein rezidiisii

vardir. Cesitli tiirden arastirmalar gosteriyor ki; C-terminal Cys-SeCys gifti katalizde



onemli bir rol oynar. Karboksi peptidaz ve sindirim enzimi olan tripsin tarafindan
siirlanan SeCys rezidiisiiniin kismi ¢ikarilmasi TrxR’nin aktivitesinin azalmasina

neden olur (Bar-Noy 2000).

FAD-binding
NADPH-binding domaini

NADPH-binding
domain2

FAD-binding "&

domain2

Sekil 1.1. Sican TrxR’sinin dimerik serit gosterimi (Sandalova et al. 2001).

Sekil 1.1°de sigan TrxR’nin dimerik serit sekli verilmistir. Iki alt birim sirasiyla agik
veya koyu olarak gosterilmistir. Kirmizi FAD domain, sar1t NADPH domain, mavi ara

bolge domain, FAD ve NADPH bag1 yuvarlak ve ¢ubuk modellerle gdsterilmistir.

Selenyum (Se) enzim aktivitesi i¢in gereklidir ve kiiltlir hiicreleri ortamima 1uM
selenyum eklenmesiyle TrxR aktivitesi 40 misli kadar artar. Ilging bir sekilde, epitel
hiicrelerle kiyaslandiginda daha diisiik TrxR seviyesine sahip lenf kokenli hiicrelerde
ortama selenyum eklendiginde TrxR aktivitesinde ¢ok az artis olur ya da hi¢ olmaz

(Gallegos et al. 1997). Yapilan caligmalara gore; kiiltiir ortammna Se™ eklenmesini



takiben TrxR aktivitesinde goriilen artiglarin gogu TrxR’ye selenyum dahil edilmesinin
artmasiyla iligkili olarak enzimin spesifik aktivitesindeki artisa baghdir. Selenyum,
selenosistein halinde glutatyon peroksidaz, iyodotreonin deiyodinaz ve tiyoredoksin

rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunur (Nelson et al. 1995).

Selenosistein bir amino asittir, yapica sisteine benzer, tek fark siilflir yerine selenyum
icermesidir. Selenosisteinin bir genetik kodu olmadigindan biyolojik sistemlerdeki diger
aminoasitler gibi kodlanmaz. Selenosistein normalde bitis kodonu olan UGA kodonu
tarafindan kodlanir. Yapisinda selenosistein igeren enzimlerin sentezi sirasinda
selenosisteine 6zgii tRNA araciligr ile mRNA’daki kodon modifikasyona ugratilarak
selenosistein kodonu olarak kullanilmakta ve sentez gerg¢eklesmektedir (Giirdol ve
Ademoglu 2010). SeCys’nin selenoprotein i¢ine dahil edilmesi protein sentezlerinin
bitis isaretini veren bir UGA kodonu tarafindan saglanir. Translasyon boyunca
UGA’nin bir SeCys kodonu olarak okuma islemi; spesifik 3 UTR (Untranslated Region)
de SECIS (Selenocystein Insertion Sequence-selenosistein ekleme dizisi) elemanlari
olarak adlandirilan mRNA ikincil yapilarin varliginda meydana gelir. Potansiyel SECIS
elemanlar1 TrxR1 ve TrxR2 enzimlerinin 3"UTR’lerinde tanimlanmstir (Mustacich and
Powis 2000).

Bakteri ve memeli TrxR’leri elektronlar1t FAD baglama bolgesinden proteine aktarirken
meydana gelen katalitik mekanizmalariyla birbirinden farklidir. Diisiik molekiil kiitleli
enzimde flavin aracilifiyla disiilfidin indirgenmesi sonucu piridin niikleotid bolgesi
flavin bolgesine dogru donmelidir. Bu doniisle piridin halkasi flavin halkasina bitisik
olarak yeni bir pozisyona tasmir ve tiyoredoksinle reaksiyona girmesi i¢in yeni olusmus
bir ditiyol ortaya ¢ikar (Tandogan ve Ulusu 2011). Homodimerik olan memeli TrxR’leri
N-terminal redoks aktif tiyoliin bulundugu bir alt birim ve C-terminal selenol-tiyol
bolgesinin bulundugu diger bir alt birim olmak {izere iki alt birimden olusur (Sandalova
et al. 2001). Memeli TrxR’lerinde Onerilen mekanizma; N-terminal aktif bolgedeki
disiilfidin  NADPH tarafindan enzime bagli FAD aracilifiyla indirgenmesini,
elektronlarin N-terminal ditiyolden C-terminal selenilsiilfide transfer edilmesini ve

sonunda substratin C-terminal selenoltiyol tarafindan indirgenmesini igerir (Zhong et al.



2000). TrxR’lerin N-terminal bolgelerinde farklilik gosteren ¢ok cesitli formlari
goriilmektedir. TrxR3’tin diger TrxR’lerden farki; aym1 zamanda C-terminal
selenoltiyolle indirgenebilen bir N-terminal glutaredoksin bdlgesinin  olmasidir
(Turanov et al. 2010). Bu izoenzim hem glutatyon hem de tiyoredoksindeki distilfidleri
dogrudan indirgeyebildiginden dolay1 tiyoredoksin ve glutatyon rediiktaz igin
“TGR’olarak da bilinir (Crosley et al. 2007).

Klonlanan ilk memeli TrxR enzimi olan insan plasentasindan TrxR1’in, prokaryotik
TrxR’lerle sadece %31 sekans o6zdesligi oldugu fakat Okaryotik ve prokaryotik
glutatyon rediiktazla (GR) %44 O6zdeslige sahip oldugu bulunmustur. insan TrxR
enziminde bulunan -Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys- katalitik bolgesi ayni zamanda insan
GR enziminde de bulunur ve enzimin FAD bdlgesinde konumlanmistir. Halbu ki; E.coli
de bulunan TrxR enziminde katalitik bolge —Cys-Ala-Thr-Cys- motifinden olusur ve
NADPH bélgesinin bir parcasidir (Gasdaska et al. 1995). Insanda bulunan TrxR1 ve
TrxR2 ve glutatyon rediiktaz enzimleri ile E. Coli’de bulunan TrxR enzimlerinin

domain yapilar Sekil 1.2°de gosterilmistir.

CVNVGC Secys  Amino
hTrxR1 499
CVNVGC SeCys
had .
hTrxR2 | 524
CATC
eTrxR - | | 321
CVNVGC
[ FAD domain [——1 Interface domain
1 NADPH domain *  Putative cleavage site

I Vitochondrial import sequence

Sekil 1.2. Insan TrxR1, TrxR2, E. Coli TrxR ve insan glutatyon rediiktaz enzimlerinin
domain yapis1 (Mustacich and Powis 2000).



Tiyoredoksin sistem TrxR ve onun ana protein substrati olan tiyoredoksin (Trx) den
olusur. Tiyoredoksin sistem glutatyon sistemle birlikte hiicreler arasi redoks ¢evresinin
ana diizenleyicisi olarak kabul edilir. Tiyoredoksin rediiktaz ile glutatyon rediiktaz ayni
enzim aileisinin flavoproteinleridir fakat TrxR bir selenoproteindir (Witte et al. 2005).
Trx/TrxR gibi substratlar1 indirgemek igin NADPH kullanan diger bir redoks sistem
Glutatyon (GSH)/Glutatyon rediiktaz (GR) sistemidir. Bu iki sistem arasindaki
fonksiyonel etkilesim bilinmemektedir. Glutatyon sistem; hiicresel makromolekiilleri
reaktif oksijen tiirlerinden (ROS), elektrofilik tiirlerden ve bunlarin tiirevlerinden otiirii
olusabilecek zararlardan korumada anahtar bir rol oynar. Glutatyon ve tiyoredoksin

sistemlerin ortak 6zellikleri sunlardir;

e Piridin niikleotid di-siilfid oksidorediiktaz ailesinin birer iiyesidirler.

e Ana substratlar olan tiyoredoksin ve glutatyon kii¢iik birer redoks aktif proteindir.

e Tiyol/di-siilfid degisimini doniisiimlii olarak gergeklestirme kabiliyetine sahiptirler.
Farkliliklar ise;

e  Yalnizca glutatyonu indirgeyen GR nin sinirli substrat spesifitesi,

e Hem spontan hemde glutatyon transferazin katalizledigi mekanizmalar araciligiyla
elektrofilleri uzaklagtiran indirgenmis glutatyonun yiiksek intraseliiler seviyesidir
(Mustacich and Powis 2000). TrxR/Trx sistemiyle glutatyon GR/GSH sistemlerinin

karsilastirilmast Sekil 1.3’de gosterilmistir.

(a)
NADP* Trc{SH), Suby,,
C ) 6 ) C
NADPH Te-S, S

U ey

6%y
2GSH

(&)

NADP* Q

G ¥paas

GSHR ¢,

Suby .,
K
NADPH GssG @.
R-SG

Sekil 1.3. a) TrxR/Trx ve b) GR/GSH sistemlerin karsilastiriimas: (Mustacich and
Powis 2000).




Enzimin en 6nemli fonksiyonu tiyoredoksin (Trx) proteininin NADPH’a bagiml1 olarak
indirgenmesini  katalizlemektir. Bu reaksiyonda elektronlar NADPH’tan enzimin
prostetik grubu olan FAD araciligiyla enzimin substrati olan Trx’e akar ve substrati
indirger (Williams 1992). TrxR’ler okside tiyoredoksinleri indirgeme kabiliyetleri

sebebiyle bu isimle adlandirilmislardir.

Tiyoredoksinler —Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys- amino asit dizisinden olusan bir katalitik
boliim igeren 10-12 kDa luk bir protein ailesidir. Bu proteinlerin iki sistein grubu geri
dontisiimlii oksidasyon/rediiksiyona ugrar. Trx’in rediikte olmus ditiyol formu [Trx-
(SH),] distlfit grubu igeren okside protein substratlarini rediikte eder. Okside disiilfit
formu [Trx-(S-S)] ise TrxR tarafindan diizenlenen NADPH’a bagimli bir yolla siklusa
geri katilir (Nishinaka et al. 2001). Bu mekanizma;

Trx-S; + NADPH+H*  (TPR) Ty (SH), + NADP* 1)
Trx-(SH),+ Protein-S, MTrx-Sz + Protein-(SH); @)

. ) (TrxR) . _
Net: NADPH + H™ + Protein-S, ——» NADP" + Protein-(SH), 3

seklinde 6zetlenebilir.

Trx proteininin iki esas formu tespit edilmis ve klonlanmistir. 104 amino asitten olusan
Tiyoredoksin 1 (Trx1) proteini tipik olarak stoplazmada bulunur fakat ayn1 zamanda
niikleustan da elde edilmistir. Tiyoredoksin 2 (Trx2) proteini ise 166 amino asitten

olusur ve mitokondriyal bir proteindir (Biaglow and Miller 2005).

Tiyoredoksinler; riboniikleotid rediiktaz, tiyoredoksin peroksidaz ve metiyonin siilfoksit
rediiktazlar gibi enzimlerde elektron donérii goérevini yaptigi ic¢in protein disilfid
rediiktazlarin ana hiicresel proteinidir. Tiyoredoksin izoformlar1 degisik tiyoredoksin
sistemlere sahip bircok organizma ve mitokondride bulunur. Mesela bitkilerde
Kloroplast tiyoredoksinleri vardir. TrxR’ler, ferrodoksin araciliiyla fotosentetik
enzimleri 1s1k ile diizenlerler (Arner and Holmgren 2000). Calvin Dongiisiiniin 4

esansiyel enziminin aktivitesi 1sikla 6zgiin bir sekilde diizenlenir. Karanlikta bu Cys



rezidiileri oksitlenince enzimler inaktiftir. Isiklandirmayla elektronlar fotosistem I den
ferrodoksine akar. Orada kiigiik ¢oziiniir ve disiilfit igeren bir protein olan tiyoredoksine
gecer. Tiyoredoksin, elektronlar1 1sikla aktiflesmis enzimlerin disiilfit baglarina
aktararak bunlar1 indirger ve bunun sonucu olarak enzimlerde konfigiirasyon degisikligi
olur ve aktivite artar. Tiyoredoksin, tiyoredoksin rediiktazla katalizlenen bir disiilfit
degisimiyle yeniden aktiflestirilir. Gece oldugunda Cys kalintilar1 tekrar disiilfit
formlarina oksitlenerek, calvin sikliisiiniin 4 enzimini inaktiflestirilir ve ATP, CO;
asimilasyonunda harcanmaz. Bunun yerine giindiiz sentezlenerek depolanmis olan

nisasta yikilarak glikoliz baslatilir (Sekil 1.4) (Lehninger et al. 2000).

Fdyeq

S-S
Tiyoredoksin

il tiyoredoksin
rediiktaz

Fd ) Tiyoredoksin

HS SH

Sekil 1.4. TrxR/ Trx sisteminin fotosentez reaksiyonlarindaki rolii

Tiyoredoksinler protein fonksiyonlarinin redoks diizenlemesi ve tiyol redoks kontrol
aracili@iyla sinyalizasyon ag¢isindan da 6nemlidir. NF- (B ya da Ref-1 ¢ bagimli AP1 in
de dahil oldugu artan sayida transkripsiyon faktorii, DNA baglanmasi ig¢in
tiyoredoksinin indirgenmesine ihtiya¢ duyar. Sitozolik memeli tiyoredoksinlerinin
oksidatif strese kars1 koruma, biiyiime ve apoptozun kontroliinde ¢ok sayida fonksiyonu

vardir (Arner and Holmgren 2000).

Trx’lerin yanisira TrxR i¢in bagka endojen substratlarda belirlenmistir. Lipoik asit, lipid
hidroperoksit, sitotoksik peptid NK-lisin, vitamin Kj, dehidroaskorbik asit, askorbil

serbest radikal ve p53 tiimor-supresdr proteini enzimin bilinen diger substratlaridir.



(Mustacich and Powis 2000). Bunlarin disinda kii¢iik molekiiller olarak; 5,5 dithiobis
(2-nitrobenzoate) (DTNB), alloksan, selenodiglutatyon, metilseleninat, S-
nitrozoglutatyon ve ebselen enzimin substratlaridir (Witte et al. 2005). Bunlarin aksine
TrxR aymi zamanda hidroperoksitler, vitamin C ya da selenitler gibi disiilfid yapida
olmayan substratlar da indirger (Arner and Holmgren 2000). TrxR selenosistein igeren
aktif bolgesiyle beraber ¢ok sayida substratin indirgenmesini saglayabilir fakat selenolat
parcasinin olaganiistii yliksek reaktivitesi yiliziinden elektrofilik bilesikler tarafindan

kolaylikla hedeflenebilir (Witte et al. 2005).
1.2. Tiyoredoksin Rediiktaz Enziminin Fonksiyonlar:

TrxR/Trx sisteminin metabolizmadaki temel islevi; DNA sentezi ve hiicre ¢ogalmasi
icin gerekli olan deoksiriboniikleotidlerin yapiminda kritik bir rol oynamalaridir. Trx,
riboniikleotid difosfatlarin deoksiriboniikleotidlere doniisiimiinii katalizleyen bir enzim
olan riboniikleotid rediiktazin, ribozu indirgemesi icin gerekli olan elektronlar1 saglar
(Jordan and Reichard 1998). Riboniikleotitlerin D-Riboz kisminin 2' Deoksiriboza
indirgenmesi bir ara hidrojen tasiyici proteini olan tiyoredoksin aracilifiyla NADPH
tarafindan verilen bir ¢ift hidrojen atomuna gereksinim duyar. Tiyoredoksin
NADPH’dan riboniikleotit difosfata H atomlar1 tasiyan —SH grubu ¢iftlerine sahiptir.
Oksitlenmis ya da distilfit formu tiyoredoksin rediiktazla katalizlenen bir tepkimeyle
NADPH tarafindan indirgenir. Indirgenmis tiyoredoksin, riboniikleotit rediiktaz
tarafindan riboniikleozit difosfatlar1 (NDP) deoksiniikleozitdifosfatlara (dNDP)
indirgemede kullanilir (Sekil 1.5) (Lehninger et al. 2000).

(TrxR)
NADPH + H* + Trx-S; > NADP" + Trx-(SH),

FAD & S>-FADH, il

Riboniikleotid
dNDP <—— Rediiktaz

Sekil 1.5. Tiyoredoksin rediiktaz enziminin metabolizmadaki ana fonksiyonu
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Memeli hiicrelerindeki membran baglantili bir TrxR; NK-lisin gibi son derece toksik
maddelerin etkilerini hapseden fizyolojik bir koruyucu olarak gorev yapar. TrxR iceren
tiimor hiicreleri ayn1 zamanda NK-lisine kars1 korunmalidir. NK-lisin 9 kDa agirliginda
dogal &ldiiriicii hiicreler tarafindan salgilanan gdzenek olusturucu bir peptiddir. Insan

TrxR’si ile birlikte etkin bir sekilde indirgenir ve inaktive edilir (Becker et al. 2000).

TrxR enziminin fizyolojik substrati olan Trx’in hiicre biiylimesinin diizenlemede ve
apoptozu inhibe etmede ¢ok Onemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Trx’in bu
reaksiyonda kullanilabilmesi i¢in indirgenmis bir formda bulunmasi gerekmektedir.
Trx’in mutant redoks-inaktif formu hiicre biiylimesi ya da apoptoz inhibisyonunu
uyarmak ig¢in yetersizdir. Trx’in indirgenmesi i¢in bilinen tek mekanizma; TrxR
tarafindan NADPH’a bagimli indirgeme araciligiyla olanidir. Iste bu yiizden TrxR’lerin
de aym1 zamanda hiicre biiylimesini diizenlemede rol oynadigi diisiiniilmektedir
(Mustacich and Powis 2000). TrxR enzimleri peroksitleri detoksifiye eder ve
transkripsiyon faktorlerinin indirgenmis durumunu korur. Bu etkileri ile hiicre biiyiimesi

ve yasamasinin diizenlenmesinde esansiyel konumdadir (Simsir vd 2010).

Apoptoz; cesitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve
hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma vasitasiyla hiicre 6limiinii
kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihari olarak tanimlanabilir (Altunkaynak
ve Ozbek 2008). Trx apoptoz sinyal-regiilatérii kinaz 1 gibi proapoptotik proteinleri
dogrudan inhibe eder. TrxR’nin katalitik SeC rezidiisiindeki mutasyonlar p53 geninde

yapisal bozukluklara ve apoptoz indiiksiyonuna yol agar (Tandogan ve Ulusu 2011).

Diisiik seviyede ROS (reaktif oksijen tiirleri) un siirekli olusumu O, metabolizmasinin
bir parcasidir. Ancak ROS firetimindeki artis ya da hiicrelerde var olan koruyucu
sistemlerin bir ya da birkagindaki fonksiyonel bir azalis; tamir edilemez, apoptoz dahil
patolojik proseslere sebep olan protein tiyollerinin oksidasyonu gibi makromolekiiler
zararlarla sonuglanabilir (Mustacich and Powis 2000). Artmis ROS nedeniyle olusan
biyomolekiiler hasar, lipid peroksidasyonu, DNA mutasyonu ya da kirilmasi, enzim

aktivasyonu ya da inaktivasyonu, protein oksidasyonu ya da yikilmasiyla sonuglanir.
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Yiiksek molekiil kiitleli hiicresel major antioksidan enzimler ve proteinler ROS’un ya da
tiriinlerinin etkilerini diizenlerler. Bu molekiiller, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), tiyoredoksin/tiyoredoksin
rediiktaz sistem, metallotioninler ve ferritinden olusur. Tiyoredoksin/tiyoredoksin
rediiktaz sistem serbest radikalleri azaltir ve okside askorbat resiklusunda fonksiyon
goriir. Tiyoredoksin rediiktaz NADPH varliginda okside tiyoredoksini indirger.
Indirgenmis tiyoredoksin elektron alicis1 olarak rol oynar ve tiyoredoksin peroksidaz

hidrojen peroksidi suya indirger (Karaca vd 2009).

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek tizere organizmada, antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelismigstir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki
hassas denge korunamadigi takdirde, hiicre hasarina kadar giden bircok patolojik
degisiklik ortaya cikmaktadir. Insanlar; oksidatif stresten hiicreleri koruyan énemli bir
antioksidan olan askorbik asit sentezleme kabiliyetine gereksinim duyarlar. Bu yiizden
diyetle alinmasi1 ve serbest okside formlarindan askorbata geri donisiimii hiicre i¢i

askorbat seviyelerinin korunmasi i¢in gereklidir (Yapar 2006).

Okside formlarindan askorbik asite geri donilisiim birgok hiicrede hiicre i¢i vitamin
depolarimin korunmasi i¢in gereklidir. Dehidroaskorbik asit (DHA), serbest askorbil
radikallerinin dismutasyonuyla iretilir ve TrxR DHA’y1 askorbata indirgeyebilir.
Bir¢ok memeli hiicresi dokulararasi bosluk ya da plazma cevresindekindekinden ¢ok
daha fazla hiicre i¢i askorbik asit ya da vitamin C konsantrasyonunu Korurlar.
Cekirdekli hiicrelerde bu konsantrasyon gradienti yiiksek enerji bagimli bir tasiyici
tizerinde askorbatin alinmasiyla olusur. Hiicre iginde askorbat mitokondriyal
metabolizmada iiretilen serbest radikaller ya da hemoglobin gibi demir igerikli
proteinler tarafindan oksidasyona tabidir. Bu tek elektron oksidasyonlar1 ilk olarak
askorbil serbest radikalleri iretirr DHA da bu askorbil serbest radikallerin
dismutasyonuyla olusur. Bu gradiente katkida bulunan diger bir mekanizma askorbatin
2 elektronlu oksidize formunu olan DHA’nin tastyiciyla kolaylastirilmis difiizyonla
alinmasidir (May et al. 1998).
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Karaciger birgcok memelide askorbik asit biyosentezinin gerceklestigi yerdir. Karaciger
ayn1 zamanda askorbik asitin iki elektronlu okside formu olan dehidroaskorbattan
vitamin formuna doniistiirme kabiliyetine sahiptir. Glutatyon (GSH), DHA’y1 direk
olarak indirgeyebilir ya da glutaredoksin ve protein disiilfid izomeraz gibi enzimler
aracilifiyla DHA nin indirgenmesi ic¢in kofaktor olarak davranir. Karacigerde bunun
yaninda NADPH’a bagimli DHA indirgenmesi saptanmistir ve 3a-hidroksisteroid
dehidrogenaz ve selenoenzim tiyoredoksin rediiktaz araciligiyla gergeklestigi
bulunmustur. TrxR ayni zamanda serbest askorbil radikallerini de karacigerde indirger

(Li et al. 2001).

S-nitrozoglutatyon (GSNO) 6nemli bir metabolit ve nitrikoksitin tasinma seklidir. Ayn1
zamanda memeli TrxR’nin substratidir. Ancak Trx araciligiyla dolayli indirgenme,
GSNO’nun TrxR ile direk indirgenmesinden daha fazla GSNO akis1 saglayabilir.

NADPH + GSNO + O, ——— NADP" + GSH + NO + O;’

Trx aracili reaksiyon sadece daha hizli degil ayn1 zamanda TrxR’yi yiiksek reaktif
peroksinitrite (ONOO") kolaylikla baglanabilen NO ve O, reaksiyon iiriinlerinin inaktif
edici etkisinden korur (Nikitovic and Holmgren 1996).

Malin bir hastalikla ilgili olarak klinik hekim ii¢ temel yonden kaygi duyar. Bunlar
hastaligt 6nleme, erken teshis ve etkili bir tedavidir. Tiyoredoksin sistemi bu ii¢
asamanin tamaminda rol oynar. Oksidatif stres DNA hasari i¢in 6nemli bir faktor olarak
kabul edilir. Bu nedenle antioksidan tiyoredoksin sistem bir tiimdr Onleyici sistem
olarak kabul edilebilir. Bu sadece reaktif oksijen metabolitlerinin detoksifikasyonunda
degil aym1 zamanda sinyalizasyon proseslerinde de gegerlidir. Yapilan son ¢alismalar
TrxR’nin selenol grubunun mutajenik H2O; i¢in primer sensor olarak islev gorebildigini
ve antioksidatif proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonuna yol agan bir sinyal
akigini baglattigin1 gostermistir. Ayrica NF-KB, NF-Y gibi transkripsiyon faktorleri ve
p53 tiimor baskilayict proteini kendi aktiviterinde redoks bagimlidirlar (Becker et al.
2000).
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p53 bir tiimor baskilayici proteindir ve bir dizi insan kanserinde silinir. p53 hiicre
dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Birgok organizmada kanserin
baskilanmasinda rolii olan ¢ok 6nemli bir proteindir. pS3 proteini hiicre biiylimesinin
durdurulmasi, apoptoz, hiicre farklilasmasi ve DNA tamir mekanizmasinin
baslatilmasinda rol alir. p53 mutant hiicre ¢ogalmasina karst genomun korunmasinda
onemli bir rol oynar (Cabadak 2008). Bununla birlikte bilinir ki; pS3 geninin DNA’ya
baglanma becerisi oksidize kosullar tarafindan inhibe edilir ve p53 ekspresyonu TrxR
ekspresyonununda dahil oldugu bir dizi redoks genlerinin ekspresyonunda

degisikliklere yol acar (Polyak et al. 1997).

Lipoik asit (distilfidlipoat) periferal noropatiyle diyabetik hastalarin tedavisinde ve akut
mantar zehirlenmesi olan kisilerin farmakolojik tedavisinde kullanilan bir bilesiktir.
Lipoat disiilfid hiicre i¢inde metabolik agidan aktif formuna TrxR tarafindan indirgenir.
Bununla birlikte lipoik asitle ilgili klinik sonug¢lar heniiz bu bilesikle ilgili beklentileri
karsilayamamustir (Becker et al. 2000). Insan plasentasi, sigir timusu, sigir karacigeri ve
sican karacigerinden elde edilen TrxR’nin hem lipoik asiti hemde lipoamidi etkili bir

sekilde indirgedigi belirlenmistir (Arner et al. 1996).

Tiyoredoksin sistem anjiyogenezi de uyarmaktadir. Insan meme kanseri MCF-7, kolon
kanseri ve murin lenfoma hiicreleri gibi ¢esitli degisik hiicre serilerinin insan Trx-1 ile
enfekte edilmesi sonrasi VEBF (vaskiiler endotel biiylime faktorii) sekresyonunda
Oonemli oranda artis goriilmiistiir. Buna karsin, redoks inaktif mutant Trx ile enfekte

edilmesinin VEBF yapimin1 kismi olarak engelledigi goriilmiistiir (Kemerdere 2008).

Anjiyogenez Onceden var olan bir damarlanma yapist igerisinde yeni damar olusumu
islemi olup kanser biiylimesi ve yayilimi ig¢in gerekli bir basamaktir, ¢iinkii solid bir
tiimdr dokusunun 2 mm ¢apa erismesinden sonra canli kalabilmesi i¢in gereksinimlerini

difiizyon karsilayamaz ve bu asamada anjiyogenez kaginilmazdir (Tiirkbey vd 2008).

Tiyoredoksin hipoksi-indiikleyici faktorii uyarir. Kanser hiicreleri, neredeyse her solid

timorde goriilen hipoksik sartlara adapte olabilecek durumdadirlar. Hipoksi, kanser
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fenotipinin gelismesinde rol alan bir transkripsiyon faktorii olan hipoksi-indiikte
edilebilir faktoriin (HIF-1) aktivasyonuna neden olur. HIF 6zellikle, hipoksiye cevap
elementlerine (HRE) baglanarak, anjiyogenez (VEGF), metabolik adaptasyon (GLUT
tasiyicilari, hekzokinaz ve diger glikolitik enzimler) ve hiicre ¢ogalmasi ile yasam
sliresini uzatict bir takim genlerin olusmasini uyarir. Trx’nin asir1 saliniminin hem
normoksik ve hem de hipoksik sartlarda HIF-1a’y1 6nemli oranda arttirdigi

gosterilmistir (Biaglow and Miller 2005).

Trx salinimimin, muhtemelen protein yap1 ve fonksiyonundaki degisikliklere bagli
olarak, akciger, kolorektal, servikal, hepatik ve pankreas kanseri gibi bir¢cok insan
kanser tiirlinde arttig1 gosterilmistir. Trx salinim yoklugu bu kanser tiirlerinde, lenf nod
negatifligi ve daha iyi klinik sonug ile birliktelik géstermis, bununla beraber tiimériin
derecesi, evre ve histolojisinden bagimsiz oldugu gosterilmistir. Arastirmacilara gore,
bu sonuglar Trx’in bazi insan kanserlerindeki tahmin edilen biiylime arttiric1 roliinii
desteklemektedir ve asir1 salinimi daha malin bir tiimor fenotipinin gostergeci olabilir.
TrxR aktivitesi ve tiimor bliyiimesi arasindaki iliski cok net degildir. Katalitik aktivitesi
fonksiyonel olarak artsa da, tiimor hiicrelerinin TrxR enzim salinimini artirmalar

gerekmeyebilir (Kemerdere 2008).

AIDS’li hastalarda selenyum durumu ve hastaligin ilerlemesi arasinda negatif bir
korelasyon gozlenmistir. Caligmalar; insan Jurkat 16semi T hiicrelerinin HIV ile
enfeksiyonun, selenyumun TrxR dahil bir dizi selenoproteine baglanmasini azalttigini
gostermistir. Selenoproteinlerden selenyumun kaybindan kaynaklanan oksidatif stresi

kapsayan bir mekanizma 6ngoriilmiistiir (Gladyshev et al. 1999).
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2. KAYNAK OZETLERI

Tiyoredoksin rediiktaz NADPH’a bagimli, tiyoredoksin ve bazi diger substratlari
indirgeme kabiliyeti olan bir oksidorediiktazdir. Memelilerde 55-57 kDa aras1 molekiil
kiitlesinde degisik izoformlar1 vardir ve hepsi enzimin katalitik dongiisiini
gerceklestiren C-terminal tetrapeptid yapida katalitik bolgeye sahiptir. Bunun aksine
prokaryot izoformlar1 daha diisiik molekiil agirliga (35 kDa) sahip ve selenosistein

iceren C- terminal uzantil katalitik bolgeden yoksundur (Rigobello et al. 2006).

Memeli TrxR’leri yap1 ve Ozellik bakimindan bakteri, mantar ve bitkilerden farklidir.
Memeli TrxR enziminin 3 degisik izoformu vardir. Bunlar; sitozolden izole edilen
TrxR1, mitokondriden elde edilen TrxR2 ve testis-spesifik TGR (trx ve GSH
indirgeyici) dir (Wang et al. 2008). Memeli TrxR enzimlerinin ana fonksiyonu
tiyoredoksinleri indirgenmis halde korumaktir. TrxR’ler alt birimlerinin birinde N-
terminal redoks aktif ditiyol bulunan digerinde C-terminal selenoltiyol bulunan

homodimerik proteinlerdir (Sandalova et al. 2001).

TrxR (E.C 1.6.4.5) piridin niikleotid disiilfid oksidorediiktazlarin flavoprotein ailesine
ait enzimlerdir. E. Coli’den elde edilen TrxR’nin 35,3 kDa molekiil kiitlesindeki her bir
monomeri bir FAD ve bir redoks aktif distilfid igerir. TrxR tarafindan katalizlenen
reaksiyon, protein substrat tiyoredoksinin NADPH aracilifiyla indirgenmesidir.
Indirgenmis tiyoredoksinler riboniikleotidlerin indirgenmesi gibi diger hiicresel

islemlerde elektron kaynagi olarak davranir (Lennon 1999).

Tiyoredoksin rediiktaz, tiyoredoksin ve NADPH’in da dahil oldugu tiyoredoksin
sistemin bir pargasi olarak hiicre i¢i redoks evrelerini diizenler. Bu redoks sistem hem
prokaryot hem de Okaryot hiicrelerde bulunur. TrxR’ler redoks diizenlemesinde ve
hiicre sinyalizasyonunda 6nemli bir rol oynayan selenoproteinlerdir (Crosley et al.
2007).
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Selenoproteinler hayatin tiim alanlarinda pek ¢ok organizmada bulunan proteinlerin bir
smifidirlar. Insanda tespit edilen 25 selenoprotein kodlayici genin bazilarinin insan
saglig1 ve hastaligi i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir. 3 memeli selenoproteini bu
sebeple embriyonun gelisimi i¢in gerekli oldugu fare modelleri kullanilarak tespit
edilmistir. Bu selenoproteinler fosfolipid glutatyon peroksidaz, sitozolik TrxR ve
mitokondriyal TrxR’dir. Selenoproteinler selenyumun siilfiiriin yerini aldigi, sisteine
benzer ve 21. aminoasit sirasinda selenosistein igerirler. Bu selenyum siilflir degisimi
selenosisteini daha diisiik bir pKa degerine sahip yiiksek Olclide reaktif bir niikleofil
yapar. SecC’in serbest selenolatt ya senenenik ya da seleninik formuna kolayca
oksitlenebilir, alternatif olarak, diger Sec ya da Cys rezidiileriyle sirasiyla diseleninit ya
da selenilsiilfid olusturabilirler. Diseleninit ya da selenosiilfid ile bagl bilesikler,
peptidler ya da proteinler genellikle disiilfid varyantlarina goére daha az indirgeme

potansiyeli sergilerler (Cheng et al. 2008).

Tiyoredoksin tiyol transfer resksiyonlarinda glutatyona benzer sekilde TrxR’nin
katalizledigi pek c¢ok indirgeme reaksiyonunda kofaktdr olarak gorev yapar. Ornegin
tiyoredoksin protein disiilfid indirgenmesi ve DNA sentezinde kofaktordiir fakat
bagimsiz olarakta; apoptozu inhibe eder, hiicre ¢ogalmasi ve anjiyogenezi uyarir ve
transkripsiyon faktor etkinligini arttirir. TrxR/Trx sisteminin islevi HMPS tarafindan
tretilen NADPH’m elektronlariin = sagladigi indirgeme kapasitesi tarafindan
sinirlandirilir. Tiyoredoksin komsu stilthidrillerinin indirgeme kapasitesi tarafindan
siirlandirilir ve disiilfitleri indirgemek i¢in Trx giftli sisteminden ve HMPS’den gelen
elektron kaynaklarina ihtiyag duyar. Oksidize tiyoredoksin TrxR ve NADPH tarafindan
indirgenir (Biaglow and Miller 2005).

Trx insiilini indirgeme kabiliyetine bagli olarak ¢ok ¢esitli kaynaklardan izole edilmis
ve incelenmistir. Ornegin Trx dana karaciger homojenatindan; TrxR’mn ortamda
varligiyla ve NADPH araciligiyla insiilin disiilfidini indirgeme kapasitesine dayali bir

deneyle saf olarak izole edilmistir (Holmgren 1979).

Insiilin dogrudan ya da dolayli olarak viicuttaki biitiin dokular1 etkileyen glukoz,
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aminoasit ve lipidler gibi besin olarak alinan maddelerin ¢ogunun hiicre i¢ine alinip
depo edilmesini saglayan, hemostazine katkida bulunan anabolik ve antikatabolik bir
hormondur. Insiilin karacigerde glikojen sentez ve depolanmasini arttirip, glikojenolizi
inhibe ederek anabolik etki gosterirken, VLDL yapimi, protein ve trigliserid sentezini
de arttirir. Kas doku da ribozomal protein sentezi ve aminoasit transportunu arttirarak

protein sentezini uyarir (Greespan et al. 2004).

Yapilan baska bir ¢alismada 1spanak yapraklarinda 3 gesit Trx bulunmustur. ikisi
kloroplastlarin iginde (trx f ve trx m) digeri kloroplastlarin disinda muhtemelen
stoplazmada bulunur (trx c). Hem ferrodoksin ve ferrodoksin tiyoredoksin rediiktaz
araciligiyla fotokimyasal olarak hemde ditiyotreitolle karanlikta kimyasal olarak
indirgendigi zaman iki kloroplast tiyoredoksini kloroplast enzimlerine bagh

tiyoredoksinin aktivasyonunda etkili olmustur (Wolosiuk et al. 1979).

E.coli’de Cys 135 ve Cys 138 rezidiileri aracligiyla olusan redoks aktif disiilfid, flavin
halkasinin yaninda yer alir. Bu konformasyon flavinle disiilfid arasinda elektron
transferine imkan tanir ve enzimin disilfidi araciligiyla flavin oksidasyonuna izin
verdigi bu yapt FO konformasyon olarak adlandirilir. Bunun yaninda aktif distilfid
bolge bu yapmin igine gomiiliidiir ve tiyoredoksin proteini ile reaksiyon i¢in uygun
degildir. NADPH’1n nikotinamid halkas1 FAD’dan uzakta, piridin niikleotid ve flavin
arasinda hidriir transferini engelleyen konumdadir. Bu nedenle bu sorunun ¢oziimii
acisindan modeli gelistiren tarafindan alternatif bir yapi tiiretilmistir. NADPH 1n etki
alaninin rotasyonu; NADPH’1n nikotinamid halkasini flavine hidriir transferi i¢in uygun
bir pozisyona getirmektedir. Ayni yeniden diizenlemede aktif sisteinler kismi enzimin i¢
bolgesinden tiyoredoksinle reaksiyona girebilecek yiizeyde bir alana hareket eder. Bu
model konformasyon piridin niikleotid araciligiyla flavinin indirgenmesine imkan
verdigi i¢cin FR konformasyon olarak adlandirilir. Enzim FAD’im hem NADPH
oksidasyonu hem de disiilfid indirgenmesine aracilik ettigi genel reaksiyonun katalizi
icin FO ve FR konformasyonlar arasinda bir gegise gereksinim duyar (Lennon et al.

1999).
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E.coli de bulunan (Sekil 2.1) FR (sag) konformasyonda TrxR’nin yapisinda; disiilfid
carpraz baglarla stabilize edilmis olan Trx ve TrxR komplekslerinin reaktiflikleri ve
Ozellikleri bu komplekslerin FR konformasyonda kilitlendigini ve FO (sol)
konformasyon olusturmak i¢in doniisiime ugramadiklarin1 gdstermistir. Gozlemlenen
FR (sag) konformasyon yapisinda NADPH alani yaklasik 66° kendi ¢evresinde modelde
One striildiigii gibi dondirilmiistiir. Sayet NADPH yerine bagli olsaydi, FAD’in
izoalloksazin halkasina karsilik, etki alaninin yeniden diizenlenmesinin piridin niikleotid
anayapisinin piridin halkasma es zamanh yigdigi, AADP"; Kataliz siiresince hidriir
transferine izin verirdi. Enzimin her iki konformasyonu katalitik dongiiniin
tamamlanmas1 ic¢in gereklidir. FR konformasyonunda NADPH araciligiyla flavinin
indirgenmesi ve enzimin ditiyolii aracilifiyla biiylik protein substrati olan
tiyoredoksinin indirgemesi gereklidir. FO konformasyonda ise elektronlarin flavinden

enzim distlfide transferi gereklidir (Williams 2000).

Sekil 2.1. C138S (FO) ve C135S (FR) in kristal yapilarina dayali, TrxR’nin FO (sol) ve
FR (sag) konformasyonlarinin ¢izimi (Williams Jr. 2000).

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi TrxR’nin molekiiler yapisi ve reaksiyon mekanizmasi GR
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ile benzerdir fakat substrat spesifitesi mutlaktir. Memelilerden klonlanan stozolik TrxR
(TrxR1) ve mitokondriyal TrxR (TrxR2) de yapisal olarak birbirlerine benzerler fakat
bir sinyal peptidi olan TrxR3 digerlerinden farklidir. Memeli TrxR’lerinin spesifiteleri
C- terminal redoks merkez tarafindan desteklenir. GR aktif merkezin, enzimin N-
terminal ucunda konumlanmasina ragmen memeli TrxR enzimlerinde N-terminal aktif
merkeze ilaveten Sec rezidiisii iceren ve C-terminal ugta bulunan baska bir aktif merkez
daha vardir. Sec ve yakinindaki Cys rezidiilerinin mutasyonu TrxR aktivitesini azaltir.
Bunu belirleyen bu Sec ve Cys rezidiilerinin koordineli olarak okside tiyoredoksinlerin
indirgenmesi i¢in ihtiya¢ duyulan ikinci aktif merkezi olusturmalaridir (Fujii et al.
2003).

Hem tiyoredoksin hem de glutaredoksin; E.coli riboniikleotid rediiktaz igin ditiyol
elektron vericisi olarak belirlenmistir. Hiicrelerde aktif bir CXXC bolgede, katalitik
olarak aktif sistein tiyollerle beraber ¢ok iyi bilinen multifonksiyonel tiyol bagimli
redoksinler olarakta bilinirler. Okside Trx flavoprotein TrxR iizerinden NADPH
araciligiyla indirgenir. Bunun aksine okside Grx’deki disiilfid ise iki molekiil monotiyol
GSH ile indirgenir. Sonugta olusan GSSG ise NADPH ve GR vasitasiyla indirgenir
(Avval and Holmgren 2009). insan kanser hiicrelerinde hiicresel riboniikleotid
rediiktazin konsantrasyona bagli inhibisyonu sonucu diazikuan ve doksorubisinin
Trx/TrxR sistemini inhibe ettigi gosterilmistir. Glutaredoxin/Glutatyon sistemi
reaksiyonuda ayni zamanda riboniikleotid rediiktaz i¢in indirgenmis esdegerlerini
karsilamaktadir. Glutatyonun tiikenmesi DNA sentezini inhibe eder ve bir dizi kanser

hiicre hatlarinda apoptoza sebep olur (Biaglow and Miller 2005).
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GLUTATYON REDUKTAZ TIYOREDOKSIN REDUKTAZ
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Sekil 2.2. Glutatyon redilktaz ve tiyoredoksin rediikktaz enzimlerinin reaksiyon
mekanizmalarimin karsilastiriimasi (Fujii et al. 2003).

TrxR / Trx’nin biyolojik aktiviteleri ve saldirgan tiimor biliytimesi ile olan baglantisi, bu
sistemin kanser terapisi i¢in 6nemli bir hedef oldugunu diislindiiriir. Hem enzim hem de
substratt degistirilebilir. Glutaredoksin i¢cermeyen hiicrelerde, HMPS/TrxR/Trx ¢iftli
reaksiyonlariin engellenmesi i¢in HMPS sonucu olusan NADPH’nin tiikenmesi ya da

Trx veya TrxR’in direkt temasi, dogru bir yaklagim olabilir (Kemerdere 2008).

Trx ekspresyonu protein yapt ve fonksiyon degisiklikleriyle iliskili olan akciger,
koleraktal, boyun, hepatik ve pankreatik kanserden olusan gesitli insan malignitelerinde
artar. Pankreatik duktal karsinom dokusunda; Trx seviyeleri normal pankreas dokusuyla
karsilagtirildiginda 32 vakadan 24’tnde yiiksek bulunmustur. Glutaredoksin
seviyeleride 29’unda yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde birincil kolorektal kanseri ya
da lenf nod metastazinda doku 6rneklerinde Trx-1 seviyeleri normal kolonik mukozza
ya da kolorektal adenomatus foliplerinden énemli 6l¢iide daha yiiksektir. Bu ¢aligsmalar
neticesinde Trx ekspresyonu tiimor biiyiimesi ve kotii prognazla iliskilendirilmistir
(Biaglow and Miller 2005).
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Insan TrxR sistemi kanser hiicre biiyiimesi ve anti apoptez prosesle iligkilendirilmistir.
GSH ve TrxR metabolizmasi1 baz1 malin akciger hastaliklarinda, kanser hiicre hatlarinda
ve c¢esitli kanser tiplerinde calisilmistir. Bu c¢alismalarin hepsinde bu sistemin
kanserdeki rolii ve oksidatif stresteki onemi vurgulanmaktadir. Trx apoptoz sinyal
diizenleyici kinaz 1 gibi proapoptopik proteinleri direk olarak inhibe edebilir. TrxR’nin
katalitik Sec rezidiisiindeki mutasyon p53 yapisal bozukluguna ve apoptoz
indiiksiyonuna yol acar. TrxR aktivitesi tlimor hiicrelerinde artar ve fenotip degisikligi

gibi poliferasyonlarini uyarir (Tandogan ve Ulusu 2011).

Son zamanlarda incelenmeye baslanan TrxR aktivitesinin diizenlenmesinin yani sira,
hem hiicre i¢i hemde hiicre kiiltiirinde TrxR akrivitesinin ve TrxR’lere selenyum dahil
edilmesinin mekanizmasinin belirlenmesinde selenyumun varlig1 6nemli bir anahtardir.
Hiicre fonksiyonlarinda bir¢ok agidan Trx’1 6nemli kilan biiyiik olasilikla onun oksidatif
hasara kars1 koruma, hiicre biiylimesi, transformasyon ve okside formlarindan askorbata
dontistimde 6nemli bir rol oynamasidir. Enzim Trx’den bagka birtakim substratlar1 da
indirgeyebildigi i¢in muhtemelen gelecekte bagka biyolojik etkileride kesfedilecektir.
Bunun yaninda ilaglarla TrxR inhibisyonu kanser, AIDS ve otoimmun hastaliklar gibi

insan hastaliklarinda yeni tedavilere yol gosterebilir (Mustacich and Powis 2000).

Sigir karaciger ve timusundan TrxR enziminin analizi ve saflastirilmasi enzimin
NADPH’a bagimli olarak disiilfid indirgemesini katalizleme kapasitesine dayali olarak
yapilmustir. S181ir karaciger enzimi genisCe bir disiilfid substrat spesifitesi gosteren araci
bir elektron tasiyici olan Trx olmaksizin direk olarak DTNB’yi indirgeyebilir. Iyi bir
verim elde edebilmek amaciyla optimize edilen enzim preparatt DEAE seliil6z iyon
degisim kromatografisine tatbik edilmis ve fraksiyonlarda yapilan analiz sonuzu iki pik
gbzlemlenmistir. Enzim aktivitesinin %30 civarini temsil eden ilk pik 0,03 M lik diisiik
tuz konsantrasyonunda eliie edildikten sonra enzimin ikinci ana piki 0,15 M sodyum
asetat konsantrasyonunda eliie edilmistir ve 0,13 M konsantrasyonda pik gdsteren
tiyoredoksin aktivitesiyle cakismistir. DEAE seliil6z kromatografisi sonrasi elde edilen
ana havuzun bu ylizden hem Trx hem de TrxR ihtiva ettigi belirlenmistir. Trx ile TrxR

enziminin ayrilmasi Sephadex G-50 kromatografisiyle elde edilmistir. Bu asamadan
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sonra TEAE-seliiloz ve sephadex G-200 kromatografisinin kullanildig1 sonraki iki adim
da TrxR’nin saflastirildigi basamaklardir. Sephadex G-200 kromatografisinden sonra
enzim ham ekstraktan 1000 kat saflastirilmis olup PAGE sonrasi enzimin %10
verimden daha iyi bir sonugla elde edildigi belirlenmistir. Timusda ise sephadex G-100
kromatografisi uygulanmistir. Elde edilen saf enzimin dogal molekiil kiitlesi her bir alt

biriminki 66 kDa olmak {izere 112 kDa olarak belirlenmistir (Holmgren 1977).

Sigan karacigerinde yapilan ¢aligmalarda asit ve 1siyla muamele edilen homojenat ilk
olarak %85 doygunlukta amonyum siilfatla ¢oktiiriiliip ¢okelek formu diyaliz edilmigtir.
Sonra DEAE seliiloz iyon degisim kromatografisi uygulanmistir. Yine Trx ve TrxR’nin
0,15 M NaCl doygunlugunda piklerinin ¢akismasi ortamda her ikisininde varliginin
kaniti olmustur. DTT ile inkiibe edilen preparat CM-seliiloz ve sephadex G-50 kolonuna
tatbik edilmistir. Bu basamaklardan sonra Trx 2000 kat %24 saflikta elde edilmistir.
DEAE seliilloz iyon degisim ve sephadex G-50 kromatografileri sonrasi toplanan
fraksiyonlar sonraki basasamakta 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisine
uygulanmis ve TrxR enzimi 4000 kat %18 saflikta elde edilmistir. Elde edilen enzimin
dogal molekiil kiitlesi her bir alt birim 58 kDa olmak {izere toplam 116 kDa olarak
bulunmustur (Luthman and Holmgren 1982).

E.coli’den TrxR’nin saflastirilmasi icin yapilan calismalarda ise enzim preparati
sephadex G-100 kolonuna uygulandiktan sonra %40-%65 amonyum siilfat doygunlugu
arasinda ¢oktiirme islemi yapilmistir. Diyaliz edildikten sonra kalsiyum fosfat jel
kromatografisi uygulanmistir. Fraksiyonlar toplanarak tekrar diyaliz edildikten sonra
enzim saflagtirllmistir. E.Coli’den elde edilen enzimin her bir alt biriminin dogal

molekiil kiitlesi 34 kDa olarak bulunmustur (Williams et al. 1967).

Rigobello ve arkadaslart 1997 yilinda Luthman ve Holmgren’in sigan karacigerinden
sitozolik TrxR saflastirmak i¢in kullandiklar1 metodu modifiye ederek sican karacigeri
mitokondrisinden mitokondriyal TrxR elde etmislerdir. ilk olarak diferansiyel
santrifiijleme yapilarak kademeli olaral mitokondriye ulagilmaya calisilmistir. Daha

sonra mitokondriyal peleti elde etmek amaciyla dondurup c¢ézme ve sonikatorle
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muamele edilmistir. %50 doygunluklarinda amanyum siilfat ¢oktlirmesi uygulanarak
olusan g¢ekelek diyaliz edilmistir. Fraksiyonlar 60°C’ye kadar isitilip hizlica 4°C’ye
sogutulmustur. Sonraki basamakta enzim muhtevasi DEAE seliiloz iyon degisim
kolonuna tatbik edilmistir. Iyon degisim kromatografisi sonrasi diyaliz edilen
fraksiyonlar son olarak 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisine uygulanarak
saf enzim elde edilmistir. Dimerik proteinin molekiil kiitlesi yaklasik 108 kDa olarak
belirlendiginden dolay1r sigan karacigerinden saflastirilan sitozolik TrxR enziminin

molekiil agirligindan daha diisiik oldugu ortaya konmustur (Rigobello et al. 1997).

Insan TrxR1 enzimi igin tahmin edilen molekiiler kiitle; her bir alt birim igin 54,6 kDa
dur. Insan enzim preparatinin kiitle-spektral analizleri, kiitlelerin N-terminal Met ve Asn
rezidiilerii olmayan ve plasentadan saflastirilan TrxR1 de 54,6 kDa iken T hiicrelerinden

saflagtirilan TrxR1 de 56 kDa a kadar degistigini ortaya koyar (Gladyshev et al. 1996).

TrxR sistemin metabolizmadaki fonksiyonlariyla ilgili akilda kalan sorulari netlige
kavusturmak i¢in yapilan carpici ¢caligmalardan biri de TrxR’nin karacigerdeki okside
formlarindan askorbata geri doniisiimiine 6nemli bir katkida bulunup bulunmadigini
anlamak i¢in selenyum {iizerinden yapilan bir ¢aligmadir. TrxR bir selenoenzim ve
selenyumsuz inaktif oldugundan kiiltiir ortaminda ya da hayvanda mevcut selenyum
miktarinin azaltilmasiyla aktivitesi diisiiriilebilir. Siganlarda diyetle alinimindaki
yoksunluga bagli selenyum azalmasinda; diyaliz edilmis ciger ekstraktlarinda kontrol
grubuna oranla TrxR’ye bagimli DHA indirgenmesinin kontrol grubunun %251 kadar

oldugu belirlenmistir (Li et al. 2001).

Memeli TrxR enziminin katalitik dongiisii; disiilfid ve selenilsiilfid arasinda
selenoltiyol/selenilsiilfid reaksiyonlar1 degisimi yoluyla elektron transferinden ibarettir.
Serbest selenosistein selenolii 5,2 pKa degerine sahiptir ve fizyolojik pH da tamamen
iyonize haldedir. Memeli TrxR enzimindeki selenosistein rezidiisii sadece substratlari
indirgeyen bir Kkatalizér degil aym1 zamanda moteksafin godolinyum, cis-
diamindikloroplatin Il ve arsenik trioksit gibi belirli inhibitorler i¢in hedeftir. Normal

hiicrelerle mukayese edildiginde insan karsinoma dokularinda, kanser hiicrelerinin
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biliylimesini ve kemoterapiye diren¢ kazanmasima tesvik ettigi sanilan tiyoredoksin
sistemin artan seviyeleri gozlemlenmistir. Kimyasal ajanlarla TrxR’nin inhibisyonu
genellikle hiicre biiyiimesini azaltir ve incelenmis hiicre dizilerinde apoptozu indiikler.
Bu bulgular TrxR’yi kanserin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in ilaglarin gelistirilmesinde etkili

bir hedef haline getirmistir (Wang et al. 2008).

Memeli TrxR’leri giiglii niikleofil ve yiiksek reaktif amino asit olan selenosistein
igerirler. SeC aktivitesi memeli TrxR’lerinde dogal aktivite i¢in gereklidir. Ancak
enzimin C- terminal kisminda kolaylikla ulagilabilen SeC, enzimi geridoniigiimsiiz
inhibisyona duyarli kilar. Tiyoredoksin sistemi aslinda yaygin olarak kullanilan
elektrofilik antikanser ajanlar icin hedef olabilir ve bunun yani sira inhibitorleri
gelismektedir. Bu sebepten dolayr saflagtirma, karakterizasyon ve bu enzimin
fonksiyonlarmin ve yeni Ozelliklerinin anlasilmasi son yillarda olduk¢ca Onem
kazanmaktadir. Ozellikle karsinojik siire¢ ve kanserin invasif fenotipinde bilinen bir ¢ok
roliinden dolay1 TrxR kemoterapi igin ilging bir hedef olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda
birgok hastaligin, patogenezin ve kliniksel olarak kullanilan ilaglarin etkilerinde rol
oynayabilirler. TrxR inhibitdrlerinin gelisiminin sonucu kanser, otoimmun hastaliklar

ve enfektif hastaliklar1 6nlemede faydali olacaktir (Tandogan ve Ulusu 2011).

TrxR’nin inhibisyonu ile ilgili literatiirler incelendiginde; nitrojen mustardlardan
klorambusil ve melfalan, alkil siilfanatlardan bisiilfan ve karmustinin etkili bir sekilde
TrxR’yi inhibe ettigi saptanmustir. Sisplatin, klasik alkilleme ajanlarina ilave olarak
TrxR’yi inhibe ettigi bilinen yaygin olarak kullanilan elektrofilik bir bilesiktir. Buradan
yola ¢ikarak platin igeren bilesiklerle ilgili yapilan arastirmalarda monohidrat kompleksi
ve okzaliplatinin TrxR’yi etkili bir sekilde inhibe ettigi bunun aksine karboplatinin
TrxR’yi inhibe etmedigi belirlenmistir (Witte et al. 2005).

Lipid peroksidasyonunun temel bir son iriinii olan 4-hidroksi-2-nonenal’m (HNE)
uyguladig1 coklu biyolojik etkileri bilinmektedir ve DNA dahil ¢ok sayida hiicresel
bilesene kars1 yliksek reaktiviteye sahiptir. TrxR’nin aktif bolgesindeki selenosistein ve

sistein rezidiileri (Cys-496/SeC-497) ve Trx’deki bir sistein ¢ifti (Cys-32/Cys-35) gesitli
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alkali ajanlara karst duyarlidir. HNE nin sican TrxR enzimini inhibe ettigi
belirlenmistir. Bunun yani sira HNE indirgenmis E.coli Trx proteinini de geri

diiniistimsiiz olarak inhibe eder (Fang and Holmgren 2006).

PX-12, Trx-1’in cys rezidiisiinii thioalkilleyerek inhibe eder. PX-12’nin MCF-7 meme
kanser hiicrelerinin ve HT-29 kolon kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir. PX-12, bu hiicrelerde hipoksi indiikleyici faktor-1 alfa (HIF-1)
seviyesinde hipoksiye bagli artis1 engeller ve HIF aktivitesini, VEGF yapimini,
indiiklenebilen nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu azaltir (Baker et al. 2006).

Trx/TrxR sisteminin en 6nemli inhibitorlerinden biri de moteksafin godolinyumdur.
Moteksafin gadolinyum (MG), Gd*™ igeren genislemis bir porfirindir. Askorbat,
NADPH, glutatyon, Trx gibi ¢esitli hiicrei¢i metabolitlerden elektron kabul ederek
katalitik aktivasyon gosterir. MG, TrxR aktivitesini direk inhibe eder, ancak ayrica
glutatyon/glutaredoksin reaksiyonlarini da, muhtemelen reaktif oksijen iiriinii yapimiyla
ya da hidrojen peroksit ile GSH’1n tiiketilmesiyle engelleyebilir. Bu etkilerin bir sonucu
olarak, MG kanser hiicresi i¢indeki metabolizmay1 bozar, DNA tamirini engeller ve

hiicre 6liimiinii kolaylastirir (Magda et al. 2001).

Arsenik trioksit (ATO) akut promiyelositik 16semi i¢in tedavi edici bir kanser ilacidir ve
solid tiimdrlerin ¢oguna karsi potansiyel antikanser aktivitesine sahiptir. ATO esas
olarak yiiksek oksidatif stres sirasinda etki gosterir fakat mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. ATO mikromolar diizeyde bir ICso degeriyle geri doniisiimsiiz olarak
memeli TrxR’lerini inhibe eder. Hem N-terminal redoks aktif ditiyol hemde C-terminal
selenoltiyol-aktif bolge ATO ile reaksiyona katilabilir (Lu et al. 2007).

Tiyoller ve selenoller Hg*?, Cu*? Zn*?, Co™ ve Mn*? gibi agir metal iyonlariyla
kolaylikla kompleks olusturabilirler. Cd*%, Ni** ve Zn*? gibi iki degerlikli metal
iyonlarinin memeli ve maya GR enzimi {izerinde inhibisyon etkisi oldugu gosterilmistir.
GR ve TrxR yapisal olarak benzerdirler bu ylizden iki degerlikli metal iyonlar ayni
zamanda TrxR’yi de inhibe edebilirler (Tandogan ve Ulusu 2007).
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Insan plasentasi, dana timusu ve insan melanom dokularindan elde edilen mitokondriyal
TrxR enzimleri CDNB ve 13-cis retinoik asit tarafindan inhibe edilirler. Mn*? ve Zn*?
iyonlar1 enzimi kuvvetlice inhibe ederler. Ilging bigimde; Lenartowicz ve Wudarczyk
(1996)’a gore mitokondrinin hazirligi ve enzim deneyi siiresince TrxR aktivitesinin
varlig1 i¢in ortamda katyon selatorii olmasi gereklidir. Bu da ADP, ATP ve sitrat gibi
mitokondriyal fizyolojik selatorlerin TrxR aktivitesini arttirarak ve mitokondriyal
stilthidril gruplarmin saglam dengesini koruyarak gecirgenligi onleyebildigi anlamina

gelir (Rigobello et al. 1997).

TrxR enziminin inhibitdrlerini arastirmaya yonelik yapilan bir ¢caligmada etken maddesi
glifosat izopropilamin, fenoksaprop-p-etil, 2,4-diklorofenoksiasetik asit dimetil amin
tuzu ve haloksifop-p-metil ester olan 4 ¢esit herbisit ve etken maddesi diklorvos,
lambda siyalotrin, sipermetrin, Klorpirifos olan 4 ¢esit insektisitin enzim aktivitesi
lizerine in vitro etkisi incelenmistir. Tiim pesitisitlerin enzim aktivitesi iizerinde M

diizeyinde inhibisyon etkisi tespit edilmistir (Ozgengli et al. 2013).

Rigobello et al. (2006) kalsiyum iyonlarinin TrxR enziminin ii¢ degisik izoformunda
etkisini incelemislerdir. Sitozolik, mitokondriyal ve E.coli enzimleri incelendi ve
mukayese edildi. Calisma sartlarinda sitozolik enzimin 160 nM ICsy degeriyle Ca*?
iyonuna karst son derece duyarli oldugu belirlenirken bu iyonun mitokondriyal enzim
tizerine inhibisyon etkisi oldukca azdir. E.coli’den izole edilen enzimin ise kalsiyum

iyonlarina kars1 tamamen duyarsiz oldugu tespit edilmistir (Rigobello et al. 2006).

Antioksidan etkilerinden dolay1r kanser kemopreventif ajanlar oldugu varsayilan
flavonoidler tarafindan memeli TrxR enziminin inhibisyonu incelenmistir. Birer
flavonoid olan mirisetin ve kesretinin TrxR {izerinde sirasiyla 0,62 ve 0,97uM ICsg
degeriyle kuvvetli inhibisyon etkisi bulunmustur. Inhibisyonun konsantrasyona,
NADPH’a ve zamana bagli oldugu ayrica enzimin indirgenmis C-terminal aktif bolgesi

tizeride bir etkiyle ilgili oldugu belirlenmistir (Lu et al. 2006).

Insan TrxR enzimi elekttronlar1 NADPH’dan FAD araciligiyla redoks aktif disiilfide
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transfer eden bir mekanizmayla okside tiyoredoksindeki disiilfidin indirgenmesini
katalizleyen dimerik bir enzimdir. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) hiicre i¢i GSH’1
tilkketmede kullanilan ve ayn1 zamanda farkli immiinomodiilator ozellikler gosteren
alkali bir ajandir. CDNB’nin diisiik konsantrasyonlarda insan ve sigir TrxR enzimini
inhibe ettigi belirlenmistir. CDNB glutatyon rediiktazdan 100 kat daha hizli reaksiyona
girdigi memeli TrxR enziminin spesifik bir inhibitoriidiir. CDNB ayni zamanda
Glutatyon S-Transferazin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde substrat olarak kullanilan
SH gruplarin1 alkilleyen elektrofilik bir bilesiktir. Son zamanlarda CDNB, AIDS

tedavilerinde immiinosimilatdr ajan olarak hedeflenmistir (Arner et al. 1994).

Cesitli tiirden kaynaklar gosteriyor ki bugiin tiyoredoksin sistem yeni antikanser
ajanlarin geligsmesi i¢in etkili bir hedeftir. Buna uygun olarak 6dnceden bilinen antikanser
ajanlarin birgcogunun TrxR’nin kuvvetli inhibitorii oldugu ve siddetli oksidatif strese
sebep oldugu bulunmustur. Son on yilda gesitli altin bilesikleri, hem Au (I) hem de Au
(IT) nin olaganiistii antitimor 6zellikler gosterdigi ve deneysel antikanser ajanlarin umut
verici bir smifin1 olusturdugu bildirilmistir. Yeni caligsmalarda cesitli sitotoksik altin
bilesiklerinin kuvvetli TrxR inhibitorleri oldugu ortaya koyulmustur (Bindoli et al.
2009). Auronofin TrxR’yi inhibe eden bir altin bilesigidir. Bu inhibisyon, romatoid
artrit tedavisinde auronofinin teropotik yarari kusku duyulan bir mekanizmadir. Altin
bilesiklerinin kanser ya da enflamatuvar bir hastaligin tedavisi i¢in kullanilmas1 onlarin

TrxR’yi inhibe etme kabiliyetlerine dayandirilabilir (Omata et al. 2006).

Yapilan bir calismada toksik olmayan bir inhibitoriin, yesil cayin enzim iizerinde
inhibisyon etkisi arastirildi. TrxR1’in 256 pug/ml ICso degeriyle yesil ¢ay ekstraklari
tarafindan inhibe edildigi tespit edilmistir. Katekinler yesil ¢ay ekstraktlarinin ana
bilesenleridir burada epigallokatekin 3-galat diger katekin testlerinden daha kuvvetli bir
inhibisyon etkisi gostermistir (Wang et al. 2008). Yesil ¢ayin biyolojik aktivitelerinin
bliylik ¢ogunlugundan flavanoid icerigi sorumludur. Cayda bulunan flavanoidlerin
biiyiik kism1 flavanol olan katekinlerdir. Katekinler ¢aym kuru agirhigmin %25-35’ini
olusturmaktadir ve suda ¢oziinen renksiz bilesiklerdir. Katekinler biyolojik sistemlerde

antioksidan etkiye sahiptirler. EGCG, singlet oksijen, siiperoksit anyon radikali (O;"),
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peroksil radikali, hidroksil radikalinin (OH-) dahil oldugu ¢ok genis bir ROS siipiiriicii
etki gostermektedir. Yapisindaki C halkasinda gallat grubunun varligi ve daha fazla

hidroksil grubu igermesi EGCG’a daha etkin antioksidan islev kazandirmaktadir (Koza
1993).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerden EDTA, DTNB (5,5' Dithiobis (2 Nitro
Benzoik Asit), DTT, Potasyum Fosfat, NADPH, Etanol, Poliakrilamid Jel, Coomassie
Brillant blue, Sodyum Dodesil Siilfat, Sodyum Asetat, Tris, 2',5" ADP Sepharose 4B,
Kat1 amonyum Siilfat Sigmadan; sgir serum albiimin, hidrojen kloriir, NADP*, sodyum
kloriir, sodyum hidroksit, fosforik asit, akrilamid, bisakrilamid, amonyum persiilfat,
glisin, brom timol mavisi, gliserin, f-merkaptoetanol, sodyum tiyosiilfat, glutalaldehit,
giimiis nitrat, formaldehit, sodyum karbonat, asetik asit, potasyum Kkloriir ve diger
kimyasal maddeler Atatiirk Universitesi Biyokimya arastirma laboratuarindan temin

edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Sogutmali satrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

Ultrasatrifiij : Beackman Coulter (Optima LE-SOK Ultracentrifuge)
Spektrofotometre : Beckman Coultur

pH metre : Sehott pH-Meter CG840

Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa . Ismatec

Karigtirict (Shaker) : GFL 3025

Karistirict (Vorteks) : Fisons Whirlimixer

Hassas terazi . Gec Avery



Afinite kolonu

Otomatik pipet
Calkalayici
Magnetik karistirict
Saf su cihazi

Su banyosu

Kar makinesi

Gli¢ kaynagi

Buzdolaplari

Derindondurucu
(-20°C’ye kadar)
(-85°C’ye kadar)
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: Kapali sistem olusturucu ve sogutmali (1x10), sigma

(ABD)

: Eppendorf

: Midii Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Niive

: Scotsman AF-20

: 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC

135

: Siemens

: Sanyo Madical Freezer
: Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullamilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Aktivite ol¢ciimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 100 mM KH,PO; (pH: 7,0) /10 mM EDTA: 6,8 g KH,PO, ve 1,46 g EDTA tartilarak

90 ml saf suda ¢oziildli, pH 7’ye ayarland1 ve toplam hacim saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

2. 0,2 mM NADPH c¢ozeltisi: NADPH dan 0,0083 g tartilarak bir miktar saf suda

¢oziildii, hacim saf su ile 5 ml’ye tamamlandi.

3. 0,2 mg/ml s1g1r serum albiimin ¢ozeltisi: 1 mg sigir serum alblimin alinarak hacim saf

su ile 5 mI’ye tamamlandi.

4. %1’lik etanol ¢ozeltisi: %95°lik etanolden 1,05 ml alinarak hacim saf su ile 100

ml’ye tamamlandi.

5. 5 mM DTNB ¢ozeltisi: 0,0991g DTNB tartilarak iizerine %98’lik etanolden 5 mi

ilave edildi. Vortekslenerek iyice ¢oziinmesi saglandi.
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Gokkusagi alabahg karaciger dokusundan homojenat hazirlanmasinda kullanilan

cozelti:

1.50 mM Tris/ HCI (pH: 7,5) / 1 mM EDTA /1 mM DTT: 6,055 g Tris, 0,292 g EDTA
ve 0,154 g DTT tartilarak 900 ml saf suda ¢6ziildii. pH HCI ile 7,5’a ayarlandiktan

sonra hacmi saf suyla 1L’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler:

1. Afinite kolonunun dengelenmesinde kullanilan ¢ozelti: (10 mM Tris/HCI, 1 mM
EDTA pH 7,4): 2,422 g Tris, 0,5845 g EDTA tartilarak 1900 ml saf suda ¢oziildii HCI1
ile pH 7,4’e ayarlanarak toplam hacim saf su ile 2 litreye tamamlandi.

2. Afinite kolonundan enzimin eliisyonu i¢in kullanilan ¢dzelti: 20 ml enzim igin 5
farkli konsantrasyonda NADP* ¢ozeltisi kullanildt. 2 ser ml lik 2 mM, 4 mM, 6 mM, 8
mM ve 10 mM ik NADP" ¢ozeltileri hazirlandi.

3. Afinite kolonunun rejenerasyonunda kullanilan I. ¢ozelti: (0,1 M Tris/HCI, 0,5 M
NaCl, pH 8,5): 3,03 g Tris ve 7,30 g NaCl tartilarak 200 ml saf suda ¢oziildii. HCI ile
pH s1 8,5 e ayarlandiktan sonra hacmi saf suyla 250 ml’ye tamamlandi.

4. Afinite kolonunun rejenerasyonunda kullanilan II. ¢ozelti: (0,1 M Sodyum asetat, 0,5
M NaCl, pH 4,5): 2,05 g sodyum asetat ve 7,30 g NaCl tartilarak 200 ml saf suda

¢oziildi. pH s1 4,5 e ayarlandiktan sonra hacmi saf suyla 250 ml’ye tamamland.

Bradford yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti:

Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi
50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Cozeltiye %95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edildi.
Cozeltinin hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda

muhafaza edildi.
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Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

1.1 M Tris-HCI (pH 8,8): 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢6ziildii, pH’s1 HCl ile
8,8’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2.1 M Tris-HCI (pH 6,8): 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii, pH’s1 HCl ile
6,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g saf su karistirilarak ¢oziildii.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak 9 g saf suda
¢Ozildii.

5. %10’Iuk SDS: 1 g SDS 9 g saf suda ¢oziilerek elde edildi.

6. Yiriitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartilarak 450 ml saf suda ¢oziildii.
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH 8,3’e ayarland1 ve toplam hacim saf su ile 500
ml’ye tamamlandi.

7. %0,04’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikator 0,01 M 16 ml NaOH
igerisinde ¢oziindii ve toplam hacim saf suyla 250 ml’ye tamamlandi.

8. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH 8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%100’liik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf suyla
10 mI’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50

ul olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

Giimiis Boyamada Kullanilan Cozelti:

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml %96 1ik etanol, 10 ml asetik asit

2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 4,8 g Sodyum asetat, 45 ml Etanol ve 80 ml saf su karistirildi,
pH 6’ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 ml glutalaldehit
eklenip hacim saf su ile 150 mI’ye tamamlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 150 mg giimiis nitrat 150 ml saf suda ¢ozildi tizerine 30 pl
formaldehit eklendi.

4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat 270 ml saf suda ¢oziildii ve iizerine
120 pl formaldehit eklendi.



33

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 150 ml saf su igerisine 12,5 ml %5’lik asetik asit, 1 ml gliserin

konarak hacim saf suyla 250 mI’ye tamamlandi.

Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI pH 7,5 (kolonun paketlenmesi, dengelenmesi ve
satndartlarin ¢oziilmesi i¢in kullanilan tampon): 6,055 g Tris, 7,45 g KCI alinarak 950
ml saf suda ¢ozildii. pH 7,5’e¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.

Calhismamizda kullanilan metal ¢ozeltiler

0,1 M AICI3.6H,0 ¢ozeltisi: 0,241 gr AlCl3.6H,0 tartilip hacmi saf suyla 10 ml ye
tamamlandi.
0,1 M Co(NOg), ¢ozeltisi: 0,183 gr Co(NO3), alinip kacmi saf suyla 10 ml ye
tamamlandi.
0,1 M FeCl; ¢ozeltisi ¢ozeltisi: 0,162 gr FeCls tarthilip hacmi saf suyla 10 ml ye
tamamlandi.
0,1 M CuS0Q4.5H,0 ¢ozeltisi: 0,249 gr CuSO4.5H,0 tartilip hacmi safsuyla 10 ml ye
tamamlandi.
0,1 M NiCl,.6H,0 ¢ozeltisi: 0,237 gr NiCl,.6H,0 tartilip hacmi saf suyla 10 ml ye
tamamlandi.

0,1 M SeO; ¢ozeltisi: 0,111 gr SeO, tartilip hacmi saf suyla 10 ml ye tamamlanda.

3.2. Yontemler

3.2.1. Tiyoredoksin rediiktaz enziminin aktivite 6l¢iimii

Tiyoredoksin rediiktaz enziminin aktivitesi Olciilirken Holmgren 1977 nin belirledigi

yontem kullanildi. Bu yontemde tiyoredoksin rediiktaz enziminin NADPH bagimli
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olarak DTNB’deki disiilfit baglarminin rediiksiyonunu katalizlemesi esas alindi
(Holmgren 1977). Deneyde 100 mM potasyum fosfat, pH 7°de,10 mM EDTA, 0,2 mM
NADPH, 0,2 mg/ml sigir serum albiimin, %1 etanol ve 5 mM DTNB karisima eklendi.
1000 pl’lik kiivetteki karigima enzim (1-50ul), eklendi (Cizelge 3.1) ve 412 nm’de
absorbans artis1 her 60 saniyede bir 3 dakika boyunca o6l¢iildii. Calismada aktivite
Olgtimleri 25°C’de gergeklestirildi. Daha sonra Lambert-Beer denklemi kullanilarak 1
dakikada harcanan NADPH miktar1 belirlendi.

Tiyoredoksin rediiktaz
H* +NADPH + DTNB » NADP" +2TNB

Cizelge 3.1. Tiyoredoksin rediiktaz enziminin aktivite 6l¢iim prosediirii

Numune (ul) Kor (ul)

100 mM K-Fosfat/10 200 200

mM EDTA tamponu

%1’lik Etanol 100 100
Sigir Serum Albumin 100 100
Enzim c¢ozeltisi 50 -

Saf su 350 400
NADPH 100 100
DTNB 100 100

[ (A412/min Num- As12/min KOI‘) / 3] (1) (df)
EU/ml = x1/2
(13,6) Ve

1= Toplam hacim (ml)
df= Seyreltme faktorii
(13,6)= Ekstriksiyon katsayis1

V. = kullanilan enzim miktar1 (ml)
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3.2.2. Protein tayini

3.2.2.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, trozin ve
fenilalanin amino asitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir (Segel
1968). Jel filtrasyon kromatografisinden sonra eliie edilen standart proteinlerde kalitatif
protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslari

spekrofotometrede kore karsi okundu.

3.2.2.b. Bradford yontemiyle protein tayini

Hazirlanan homojenat ve 2'5" ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemiyle
saflagtirillmis enzim igin kantitatif protein miktar1 Bradford (1976) metoduna gore
belirlendi. Bu yontemde boya olarak Coomassie Brillant Blue G-250 kullanilir, bu boya
negatif bir yiike sahiptir ve protein lizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi
(Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi,
kirmiz1 formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere kars
hassasiyeti oldukca azdir (1-100 pg arasi1). Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve
hizli cereyan eder, iki dakikada tamamlanir. Tayin islemleri su prosediire gore
gerceklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin ¢6zeltisinden
tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul konudu. Saf su ile biitiin tiiplerin
hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml Coomessie brillant blue G-250 ¢ozeltisi ilave
edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik
kiivetlerde kore karst absorbans degerleri okundu. Kor olarak, 0,1 ml enzim
numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 5 ml Coomessie brillant blue G-250
¢ozeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen sonuglardan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Saflastirmanin her
asamasinda ortamdaki protein miktarini belirlemek i¢in enzim numuneleri 20 kat veya
daha cok seyreltme yapilarak elde edilen seyreltilmis ¢ozeltisinden 3 ayri tiipe sirasiyla

50, 100 ve 200 pl alinarak tizerlerine 5’er ml renklendirme reaktifi eklendi. VVorteks ile
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karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayri Ol¢limiin aritmetik ortalamasi

alinip standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.3. Gokkusag1 alabahgr Kkaraciger mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz

enziminin saflagtirilmasi

3.2.3.a. Gokkusag alabah@ karacigerinden homojenat hazirlanmasi

Homojenat hazirlamak icin gokkusagi alabaligi karacigeri (40 g) bicak yardimiyla
kiigiik parcalara ayrildi. Parcalanan karaciger, ultraturraks ile homojenize edildi.
Uzerine 120 ml 0,05 M Tris HCI (pH 7,5) ve igerisinde 0,1 M DTT ihtiva eden
homojenat tamponu ilave edilerek siispanse edildi. Karaciger mitokondri organeli elde
elde edebilmek igin gradientli santrifiij yapildi. Oncelikle 6000xg’de 30 dk santrifiij
yapilip elde edilen siipernatant 22000xg’de 30 dk santrifiij edildi. C6kelek homojenat
tamponuna alinarak 22000xg’de 30 dk santrifiij yapildi. Cokelek 3 defa 20’ser saniyelik
periyotlarla sonikatére konuldu. Sonikatorle par¢alanan ¢okelek 24000xg’de 30 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen silipernatant diger saflastirma

basamaklarinda kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edildi.

3.2.3.b. 2'5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonunun hazirlanmasi1 ve gokkusag

alabahig: karaciger mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz enziminin saflastirilmasi

10 ml’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2'5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile katt maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trompu kullanilarak vakum ile
alind1 ve daha sonra dengeleme tamponu ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse
edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel
coktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikanarak kolon
dengelendi. Kolonun dengelenmis oldugu eliiat ile tampon ¢dzeltide 280 nm’de

absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden anlasildi. Boylece afinite kolonu
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hazirlanmig oldu. Boliim 3.2.3.a’da anlatildigi sekilde hazirlanan homojenat kolona
yiiklendi. Kolon 6rnek numune gegisi tamamlandiktan sonra dengeleme tamponu ile
280 nm’de absorbans farki gérmeyinceye kadar yikandi. Yikma islemi tamamlandiktan
sonra sirasiyla 2 mM NADP*, 4 mM NADP" , 6 mM NADP" , 8 mM NADP* , 10 mM
NADP™ ¢ozeltilerinden 2’ser ml kullanilarak basamakl eliisyon islemi gerceklestirildi.
Eliatlar 0,5 ml olarak toplandi. Toplanan eliiatlarda Bo6lim 3.2.1.’de anlatildig1 gibi

enzim aktivitesi bakildi.

3.2.4. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safliginin kontrolii

Enzim saflagtirildiktan sonra %3-10 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (1970) metoduna gore yapilarak enzimin saflik
derecesi kontrol edildi. Bunun i¢in elektroforez plakalar1 once su ile iyice yikandi. Her
iki kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist {iste getirilerek kiskaclarla
tutturuldu. Ayirma jeli hazirlanarak sabitlestirilen plakalar arasina enjektorle {ist
kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Belli bir siire jelin donmasi1 beklendi,
ayirma jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Numune
kuyucuklarinin olusmasi icin tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma jelinin katilasmasi
beklenirken 1slatilmis siizgec kagidi sistemin iizerine kapatilacak ve kurumasi 6nlendi.
Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyular1 belirlendi.
Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez
tankina yerlestirildi. Elektroforez tankimin alt ve {ist kismina yiirlitme tamponu
dolduruldu. Enzim O6rnekleri kuyulara toplam hacim 50 pl olacak sekilde eklendi.
Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot, list taraftan ise (-) katot
yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip
yi18ildi. Sonra akim 120 volta ¢ikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar
yiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi
yardimiyla anlasildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki
jel dikkatlice ¢ikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde

20 dakika bekletilen jel, ¢ikarilarak boyama ¢ozeltisine konuldu ve galkalayici lizerinde
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2 saat bekletildi. Jel boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢ozeltisine konuldu. Rengi
acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar ¢alkalayici iizerinde yikanan jel ¢ikarilarak

fotografi ¢ekildi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,8), 4,4 ml %30 akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,2 ml %10’luk SDS, 0,130 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml %10’’luk PER ve
3,13 ml saf su karistirildu.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4 ml %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,030 ml %10’luk SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED, 0,05 ml %10’luk
PER ve 2,45 ml saf su karistirilacak. PER ¢6zeltisi taze hazirlandu.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jeller 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle muamele edildi. Daha sonra 30 dakikada rediiksiyon ¢ozeltisiyle
karistiricida bekletildi. Bu siire sonunda jeller 3’er defa saf su ile iyice yikandi. Daha
sonra 20 dakika giimiis nitrat ¢ozeltisiyle karistiricinin {istiinde boyandi. Bu boya kisa
bir siire once hazirlanip karanlikta bekletildi. Banyo ¢ozeltisiyle kisa ve ¢abukea
yikayip siyahlasan sivi dokiildi. Bantlar goriiliince jel karistiricinin iistiinde 1 ml

gliserin ve 250 ml %5 lik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi.

3.25. Gokkusagr alabalhigi Kkaracier mitokondrilerindenden saflastirilan

tiyoredoksin rediiktaz enzimi icin karakterizasyon calismalari

3.2.5.a. Sephadeks G-150 jel filtrasyon kromatografisi kolonunun hazirlanmasi ve
gokkusag1 alabalhig1 karaciger mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz enziminin

molekiil kiitlesinin tayini

Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kiitlelerinin tayini i¢in 6nceden 40 ml yatak
hacmi elde etmek i¢in 3 g Sephadeks G-150, 500 ml saf su i¢ine alindi. 90°C’de su
banyosunda bekletilerek polimer materyal (Sephadeks G-150) sisirildi. Sisirilmis

materyalin i¢cindeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklastirildi. Sisirilmis ve
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havasi uzaklastirilmis polimer materyali 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI pH 7,5
tamponuyla dolu kolona, i¢inde hava kabarcig1 kalmayacak sekilde paketlenerek ayni
tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini tespit etmek icin, iistten
ilave edilen tamponla alttan aliman tamponun pH ve 280 nm’de absorbans degerleri
araliklarla 6l¢iildii ve bu deger ayn1 oluncaya kadar dengeleme islemine devam edildi.
Kolonun akis hizi 3 ml/h olarak ayarlandi. Gokkusag alabaligi karaciger mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enziminin molekiil kiitlesi tayininde kullanilacak olan standart

grafigi elde edebilmek i¢in kolondan 6nce standart proteinler gegirildi.

Ellisyon hacmi i¢in dengelenen kolonun, jel lizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine
indirildi. Kolona her bir protein ¢ozeltisinden 2 ml tatbik edildi. Kolona uygulanan
protein ¢ozeltisi jel tarafindan tamamen emildikten sonra {izerine birka¢ ml eliisyon
tamponu 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI (pH 7,5) ilave edilerek tekrar jele emdirildi.
Daha sonra kolonun fiistii eliisyon tamponuyla doldurularak, eliatlar 1’er ml olacak
sekilde tiliplere toplandi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanilacak ve toplanan eliiatlarin
280 nm’de absorbanslari dl¢tilerek kaydedildi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
degerleri 0 oluncaya kadar devam edildi. Enzim eliie edilirken tliplerde 412 nm’de
aktivite 0l¢timleri yapildi. 280 nm’de kalitatif 6l¢clim i¢in alinan absorbans degerleri tiip
sayisina karsi grafige gecirildi. Daha sonra enzimin molekiil kiitlesini belirlemek icin
her bir protein i¢in ayr1 ayr1 K,y degerleri ve Log Mk degerleri hesaplandi. Log Mk-Kay
grafigi bilgisayarda cizildi. Son olarak gokkusag:i alabaligi karaciger mitokondriyal
Tiyoredoksin Rediiktaz enziminin K,, degeri belirlenerek grafik vasitasiyla enzimin

dogal halinin molekiil kiitlesi hesaplandi.

Asagidaki formiil kullanilarak K, degeri hesaplandi ve Log Mk-Kay grafigi ¢izildi.

V._V,

K., =
av VT _ VO

V= void hacim, V= eliisyon, V1= kolon yatak hacmi
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3.2.5.b. Gokkusagr alabahgi Kkaraciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz enziminin alt birimlerinin molekiil kiitlesinin SDS-PAGE ile

tayini

Laemmli (1970), metoduna gore molekiil kiitlesi tayini su sekilde yapildi; standart
protein olarak, 120 kDa, 85 kDa, 50 kDa, 35 kDa, 20 kDa’lik proteinler kullanildi.
Gokkusagi alabalik karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enzimi igin gergeklestirilen elektroforez islemlerinden sonra standart proteinlerin R¢
degerleri hesaplanarak R¢-log Mg grafigi ¢izildi. Daha sonra balik karacigerinden elde
edilen TrxR enziminin alt birimlerinin R¢ degeri hesaplandi ve standart grafikte yerine
konularak log Mg’st belirlendi. Bu degerlerin antilogaritmasi alinarak numunenin

molekiil kiitlesi tespit edildi. Proteinlerin R¢ degerleri;

Rf = Xe
= Xboya
formiili kullanilarak belirlendi.
Xe = Proteinin yiirlime mesafesi Xboya = Boyanin yiiriime mesafesi

3.25.c. Gokkusagr alabah@ Kkaraciger mitokondrilerinden saflastirilan

tiyoredoksin rediiktaz enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik calismalar

Gokkusagr alabalign karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla pH’s1 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0
olan 0,1 M fosfat tamponu, pH’s1 7,5, 8,0, 8,5 9,0 olan 0,1 M Tris-HCI tamponu

hazirlandi. Her bir tamponda ayr1 ayr1 enzim aktivitesi bakildi.
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3.2.5.d. Gokkusagr alabah@ karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz enzimi icin optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik

calismalar

Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla optimum
pH belirlendikten sonra optimum pH’da 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 mM’lik fosfat tamponlar1 hazirlandi. Her bir tampon kansantrasyonunda ayr1

ayr1 enzim aktivitesine bakildi.

3.25.e. Gokkusagr alabah@ Kkaraciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz enzimi icin optimum sicakhigin belirlenmesine yonelik

calismalar

Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali su banyosu
kullanildi. Aktivite 6l¢timii i¢in gerekli olan tampon ve substratlar1 ihtiva eden karisim
kiivet igerisinde ilgili sicakliga ayarli su banyosunda bekletildi. 0°C ile 80°C arasinda 10

ar °C araliklarla aktivite 6l¢iimii yapildi.

3.25.f. Gokkusagi  alabahgi  karaciger  mitokondrilerinden  saflastirilan

tiyoredoksin rediiktaz enzimi icin stabil pH bulunmasina yonelik ¢calismalar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek igin pH’lar1 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI
ve pH’lar 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan fosfat tamponlar1 kullanildi. Belirtilen
pH'lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1 ml si 0,5 ml enzim ¢6zeltisi karistirilarak +4°C’de
muhafaza edildi. 5 giin boyunca 24 saat arayla yapilan aktivite Ol¢limiinde enzimin

stabil oldugu pH belirlendi.
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3.2.5.9. NADPH ve DTNB substratlan icin Ky sabiti, Vi, turnover sayisi (Kga)

ozgiilliik sabitinin (V) degerlerinin bulunmasina yonelik ¢alismalar

Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz enziminin DTNB ve
NADPH substratlar1 igin Ky sabitleri ve Vmax degerlerini belirlemek igin sabit DTNB
konsantrasyonunda NADPH’1n 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite dl¢timleri yapildi.
Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanarak
NADPH i¢in Ky sabiti ve Vmax degerleri belirlendi. Ayn1 sekilde NADPH’in sabit
konsantrasyonunda DTNB’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite dl¢iimleri yapilarak
Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve DTNB i¢in Ky sabiti ve Vmax degerleri
hesaplandi. Aktivite 6lglimleri optimal sartlarda gergeklestirildi (Lineweaver and Burk

1934).

3.2.6. Gokkusag: alabalig karacigerinden saflastirilan mitokondriyal tiyoredoksin

rediiktaz enzimi i¢in inhibisyon calismalari

Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enzim aktivitesi iizerine Al*3, Fe*3, Co™, Ni*?, Cu*? ve Se** metal iyonlarinin inhisyon
etkisi in vitro sartlarda arastirildi. Oncelikle metal iyonlarinin en az 5 fakli
konsantrasyonunda enzim aktivitesi 6lciildii. Inhibisyon gdsteren metal iyonlar1 igin %
Aktivite-[1] grafikleri cizilerek ICs degerleri hesaplandi. Aktivator etkisi gosteren Se™

icin ise i¢inde aktivasyon egrisi ¢izildi.

Ayrica inhibisyon etkisi gosteren metallerin inhibisyon tipi ve K; sabiti li¢ farkl
inhibitor ve bes farkli substrat konsantrasyonunda aktivite 6l¢iilerek Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izilerek belirlendi (Lineweaver-Burk 1934).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim ¢o6zeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Standart grafik Boliim 3.2.2.b’de anlatildigi gibi hazirlandi. Homojenat, ve
afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢dzeltilerindeki kantitatif protein tayini
bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik

gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik

4.2. Gokkusagi Alabahg Karaciger Mitokondriyal Tiyoredoksin Rediiktaz

Enziminin Saflastirmasi ile ilgili Sonuglar

Hazirlanan homojenat gradientli santrifiij ve sonikatore tabi tutulma islemlerinden sonra
2'5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi. Daha sonra basamakli eliisyon
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1°de gosterildi.



44

0,35 -

Aktivite (EU/ml)
o o

S = O v Lo

= o1 N O W

o

o

o1
1

(@)
[ ]
R J
[ ]
L J
[ ]

Tiip Sayisi

Sekil 4.2. Mitokondriyal TrxR’nin 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromotografisinden
elisyon grafigi

Cizelge 4.1. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz
enziminin saflastirma basamaklar1

Numune Tiirii Toplam Toplam Toplam  Spesifik
Hacim  Protein Aktivite  Aktivite
(ml) (mg) (EU) (EU/mg)

% Saflagtirma
Verim  Katsayisi

Homojenat 60 7448 13,2 0,0177 100 1

2'5'-ADP Sepharose
4B afinite
kromotografisi

8 0,0264 0,314 11,9 2,38 672

4.2.1. Gokkusag1 alabalhigi Kkaraciger mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz
enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii

Gokkusagi alabaligi karacigeri mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz enziminin 2'5'-
ADP Sepharose 4B afinite sonucu elde edilen eliiatlardaki enzimin safligin1 kontrol
etmek i¢in SDS-PAGE kullanildi. Bu amagla elektroforez sistemi kurularak enzim
numuneleri sirayla 20 ser ml olarak kuyulara uygulandi ve yiiriitildii. Elde edilen
fotograf Sekil 4.3’de gosterildi.
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Sekil 4.3. 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan gokkusagi alabaligi karaciger

mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz enziminin SDS-PAGE fotografi

*( 2. ve 3. kuyu: Afinite kolonundan alinan tiyoredoksin rediiktaz enzimi, 3. kuyu: standart proteinler (B-
galaktosidaz: 120 kDa, BSA: 85 kDa, ovalbumin: 50 kDa, CA: 35 kDa, B-laktoglobulin: 25 kDa, lizozim:
20 kDa) 2, 3: 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonunda elde edilen gokkusag: alabalig1 karaciger
mitokondriyal TrxR enzimi)

4.3. Gokkusag1 Alabahg Karaciger Mitokondrilerinden Saflastirilan Tiyoredoksin

Rediiktaz Enzimi i¢in Karakterizasyon Calismalarindan Elde Edilen Sonuclar

4.3.1. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kiitlesi tayinine yonelik sonuglar

Jel filtrasyon kolonundan once blue dekstran sonra standart proteinler daha sonra ise
afinite kolonundan eliie edilen enzim ¢ozeltisi Bolim 3.2.5.a’da anlatildigi sekilde
yiiklendi. Eliie edilen numunelerde 280 nm’de absorbans 6l¢iimii ve TrxR’nin hem 280
nm’ de absorbansi hem de 412 nm’de aktivite 6l¢iimii yapilarak Sekil 4.4 ve Sekil
4.5’deki grafik ¢izildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda Sekil 4.5’de log Mk-Kay
grafigi ¢izildi. Bu grafikten faydalanarak enzimin K, degeri denklemde Yyerine
konuldugunda enzimin tabii molekiil kiitlesi yaklagik olarak 151 kDa olarak bulundu.
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Sekil 4.4. Jel filtrasyon kolonundan alinan standart proteinlerin tiip sayisina karsilik 280
nm’deki absorbans degerleri

Sekil 4.5. Jel filtrasyon kromatografisi sonucu ¢izilen K,,- log Mg grafigi
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Sekil 4.6. Jel filtrasyon kolonundan alinan gokkusagi alabaligi karaciger mitokondriyal
TrxR enzimin aktivite-tiip sayisi grafigi

4.3.2. Gokkulsagi alabahgi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin
rediiktaz enziminin SDS-PAGE ile molekiil Kiitlesinin belirlenmesine yonelik

calisma sonuclari

Elde edilen saf enzim SDS-PAGE’de yiiriitildiikten sonra fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3).
Standart proteinlerin ve enzimin jelde yiiriidiikleri mesafeler Slgiilerek R degerleri
hesaplandi. Log Mk-R¢ degerleri ile grafik ¢izildi (Sekil 4.7). Grafikten faydalanarak
gokkusag1 alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz

enziminin alt birimlerinin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 70 kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 4.7. SDS-PAGE sonucu ¢izilen log Mk-Rs grafigi

4.3.3. Gokkusag alabahigi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin

rediiktaz enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik ¢caliyma sonuclari

Gokkusagi alabalik karaciger mitokondrilerinden saflagtirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla pH’s1 5,0, 5.5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0
olan 0.1 M fosfat tamponu, pH's1 7,5, 8,0, 8,5 9,0 olan 0,1 M Tris-HCI tamponu
hazirlandi. Her bir tamponda ayr1 ayr1 enzim aktivitesi bakildi. Sonuglar Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.3’de verildi. pH degerlerine karsilik aktivite grafigi (Sekil 4.8) ¢izildi.
Yapilan ¢aligmalar sonucu gokkusagi alabalik karaciger mitokondrilerinden saflagtirilan
tiyoredoksin rediiktaz enziminin optimum pH’st 7,5 olan fosfat tamponu olarak
belirlendi.
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Cizelge 4.2. 0,1 M fosfat tamponu kullanilarak gokkusagi alabaligi karaciger
mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan
aktivite 6l¢iim sonuclari

pH Aktivite (EU/ml)
5,0 0,013
55 0,016
6,0 0,017
6,5 0,019
7,0 0,023
75 0,027
8,0 0,019

Cizelge 4.3. 0,1 M Tris-HCl tamponu kullanilarak gokkusagi alabaligi karaciger
mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan
aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
75 0,0036
8,0 0,0086
8,5 0,0073
9,0 0,0037

0,03 1 —— Potasyum Fosfat
0,025 -
- —a—Tris/HCI
e 0,02 -
=
= 0,015 -
2
2 0,01 -
=
0,005 - /\\_
0 T T T T 1
45 55 6,5 7,5 8,5 9,5
pH

Sekil 4.8. Gokkusagi alabalig1 karaciger mitokondrilerinden saflagtirilan tiyoredoksin
rediiktaz enziminin optimum pH’sini belirlemek igin ¢izilen aktivite (EU/ml)-pH grafigi
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4.3.4. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin
rediiktaz enzimi icin optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik ¢aliyma

sonuclari

Gokkusagr alabaliligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi iyonik siddetinin belirlenmesi amaciyla optimum
pH belirlendikten sonra optimum pH’da 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 mM’lik K-Fosfat tamponlari kullanilarak belirlendi. Farkli K-fosfat
konsantrasyonlarinda aktivite dl¢limleri yapildi. Sonuglar Cizelge 4.4’de ve Sekil 4.9’da
verildi. Yapilan ¢aligmalar sonucu gokkusagi alabalik karaciger mitokondrilerinden
saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz enziminin optimum iyonik siddeti 500 mM fosfat

(pH 7,5) tamponu olarak tespit edildi.

Cizelge 4.4. Gokkusagi alabaligi karacigeri mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin
rediiktaz enzimini optimum iyonik siddet i¢in K-fosfat (pH 7,5) tampon ¢o6zeltisi kullanilarak
yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

[K-fosfat]
mM

Aktivite

(EU/ml)

50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000

0 |0,013| 0,02 | 0,024 |0,044|0,057|0,049| 0,045 | 0,037 | 0,035 | 0,029

0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

Aktivite (EU/ml)

0 200 400 600 800 1000

[KH,PO,] mM

Sekil 4.9. Gokkusag alabaliligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek igin ¢izilen aktivite (EU/ml)-[KH,PO,] (mM)
grafigi
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4.3.5. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin

rediiktaz enziminin stabil pH’sinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in pH’s1 5,0, 5.5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 olan
0,1 M fosfat tamponu, pH's1 7,5, 8,0, 8,5 9,0 olan 0,1 M Tris-HCI tamponu kullanildi.
3.2.5.e’de anlatildig1 gibi karisimlar hazirlandi. Tampon ¢ozeltiler enzimle 1:1 oraninda
karistirildi ve 5 giin boyunca aktivite 6l¢iimii yapildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5
ve Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterildi. Enzimin stabil oldugu pH fosfat tamponunda
pH 8,0 olarak belirlendi.

Cizelge 4.5. Gokkusagi alabaligi karacigeri mitokondrilerinden saflagtirilan tiyoredoksin
reditktaz enzimi stabil pH degerini belirlemek i¢in K-fosfat ve Tris-HCI tampon ¢ozeltileri
kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Aktivite(EU/ml)

PH 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin

50 0,0057 0,0081 0,0028 0,0045 0,0085

5 55 0,0100 0,0012 0,0008 0,0065 0,0044
§_ 6,0 0,0130 0,0036 0 0,0045 0,0020
E 6,5 0,0220 0,0044 0 0,0150 0,0028
é 7,0 0,0069 0,0028 0 0,0081 0,0053
2 7,5 0,0110 0,0040 0,0008 0,0081 0,0073
8,0 0,0073 0,3000 0,0040 0,0180 0,0126

7,5 0,0016 0,0044 0,0002 0,0065 0,0016

g g_ 8,0 0,0045 0,0049 0,0036 0,0073 0,0028
2 % 8,5 0,0140 0,0100 0,036 0,0040 0,0098
e 9,0 0,0094 0,0049 0,0040 0,0049 0,0085
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Sekil 4.10. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enzimi i¢in farkli pH’lardaki fosfat tamponu ile belirlenen zaman-aktivite grafigi
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Sekil 4.11. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enzimi i¢in farkli pH lardaki Tris-HCI tamponu ile belirlenen zaman-aktivite grafigi
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4.3.6. Gokkusag alabalik karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin

rediiktaz enzimi icin optimum sicakhigin belirlenmesine yonelik calisma sonuclar:

Gokkusagi alabalik karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum sicaklifini belirlemek amaciyla 1sitmali ve sogutmali su banyosu
kullanildi. Aktivite dl¢limii i¢in gerekli olan tampon ve substratlar ihtiva eden karigim
kiivet icersinde ilgili sicakliga ayarli su banyosunda bekletildi. 0°C ile 80°C arasinda 10
ar °C araliklarla aktivite 6l¢iimii yapildi. Yapilan calismalar sonucu Gokkusagi alabalik
karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz enziminin optimum

sicaklik degeri 0°C olarak belirlendi. Sonuglar Cizelge 4.6 ve Sekil 4.13’de gosterildi.

Cizelge 4.6. Gokkusagi alabaligi karacigeri mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin
rediiktaz enziminin optimum sicaklig1 i¢in sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglar

?,‘é;‘k“k 0 10 (20 (30 a0 [s0 |60 |70 |80
AKtivite |4 170 1 069 (0,055 10,040 |0,060 (0,058 [0,051 (0,033 0,020
(EU/mI)

0,08 -
0,06 -
E
= 0,04 -
S
2
£ 0,02 -
-
<
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.12. Gokkusag alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin optimum sicakligini belirlemek igin gizilen Aktivite (EU/ml)-sicaklik (°C) grafigi



54

4.3.7. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin

rediiktaz enzimi icin Q1o degerlerinin hesaplanmasi

Gokkusag1 alabaligr karaciger tiyoredoksin rediiktaz enziminin optimum sicakligi
belirlendikten sonra Qo degerlerinin belirlenmesi amaciyla enzim i¢in 10°C’lik fark
olan iki aktivite degerinden yiiksek olanin diisiik olan aktivite degerine bdliinmesi ile

hesaplandi. Q1o degeri ise 0,8825°C olarak hesaplandi.

4.3.8. NADPH ve DTNB substratlan icin Ky sabiti, V. degeri, turnover sayisi

(Kcat) ve ozgiilliik sabiti (Vo) degerlerinin belirlenmesine yonelik sonuglar

Gokkusagr alabalig1 karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enziminin NADPH ve DTNB substratlar1 igin Ky sabiti ve Vmax degerlerini belirlemek
icin bolim 3.2.5.9°de anlatildig1 gibi sabit DTNB konsantrasyonunda NADPH’m 5
farkl1 konsantrasyonlariyla aktivite Ol¢limleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/V-
1/[NADPH] Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.(Sekil 4.14) Bu grafikten yararlanarak
NADPH i¢in Ky sabiti ve Vmax degeri degerleri belirlendi. Aymi sekilde NADPH’in
sabit konsantrasyonunda DTNB’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite ol¢limleri
yapilarak 1/V-1/[DTNB]- Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu (Sekil 4.15) ve DTNB
icin Ky sabiti ve Vmax degeri hesaplandi. Bu g¢alismalar sonucunda NADPH igin Ky
degeri 12,65 pM ve Vpax degeri 0,513 EU/ml olarak; DTNB igin ise, Ky sabiti 0,828
UM ve Viax degeri 0,079 EU/ml olarak tespit edildi. Daha sonra bulunan Ky, sabiti ve
Vmax degeri kullanilarak enzimin DTNB substrat1 i¢in turnover sayisini gosteren kcat
degeri hesaplandi ve buradan enzimin 6zgiilliik sabiti Vo hesaplandi. Daha sonra Ky
sabiti ve Vmax degerleri hesaplamasi igin gerceklestirilen deneyde kullanilan enzim
cozeltisine kantitaif protein tayini yapilarak enzim (Et) miktar1 bulundu. Enzimin

turnover sayisini gosteren keq degeri

formiiliinden bulunarak hesaplandi.
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Cesitli enzimlerin katalitik etkilerinin veya farkli substratlarinin ayn1 enzimle iiriine
donilisimiiniin karsilastirilmasinin bir yoluda tepkimeler igin 6zgiillik sabitinin (V)

bulunmasidir. Ozgiilliik sabiti

formiilii kullanilarak hesaplandi (Lehninger 2005).

45 -
40 -
35 ~
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

1/v

O un

-0,1 -0,05 0 0,05 0,1 0,15
1/[NADPH] mM

Sekil 4.13. NADPH substrati i¢in Ky sabiti ve Vyax degeri bulunmasina yonelik 1/V-
1/[NADPH] ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.14. DTNB substrati i¢in Ky sabiti ve Vmax degerinin bulunmasina yonelik 1/V-
1/[DTNB] ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.7. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin
rediiktaz enziminin DTNB ve NADPH substratlart i¢in Ky, sabiti V., degerleri DTNB
substrati igin kcy Ve Vo degerleri

Substrat Km (uM) Vinax EUMI) | Kea(dk™) Vo(uM™.dk™)
DTNB 0,828 0,0790 36,2.10° 44.10°
NADPH 12,650 0,5136 - -

4.4. Gokkusag Alabahgi Karaciger Mitokondrilerinden Saflastirilan Tiyoredoksin
Rediiktaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Etkilerinin

Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Gokkusagr alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin rediiktaz
enzim aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarin etkisi in vitro sartlarda Bolim 3.2.6.’da
anlatildig1 gibi incelenmistir. Metallerin 1Csp degerleri; Al i¢cin 0,150, Co*? i¢in 0,186,
Fe*? icin 0,350, Cu*? i¢in 0,930 ve Ni*? i¢in 3,270 mM olarak belirlendi (Sekil 4.16-
4.20). K; sabitleri Al i¢in 0,1400+0,0264, Co™ igin 0,1740+0,033, Fe™ icin
0,3400+0,0250, Cu* icin 0,8500+0,0450 ve Ni*2 icin 1,606+0,2850 mM olarak

hesaplandi. Linewear-Burk grafiklerinden yola ¢ikilarak metal iyonlarinin tiimiiniin
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enzimi yarigmasiz olarak inhibe ettikleri belirlendi (Sekil 4.21-4.25).

Cizelge 4.8. Gokkusagi alabalig1 karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin

rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Al**"{in etkisi
%Aktivite [ Al mM

100 0

88 0,05

69 0,10
47,6 0,20
30,9 0,30
11,9 0,40

120 +

100

80

60

% Aktivite
(S

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
[AlI*]] mM

Sekil 4.15. Al"™iin gokkusagi alabaligi karacier mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.9. Gokkusagi alabalig1 karaciger mitokondrilerinden saflastirilan tiyoredoksin
rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Co*?’nin etkisi

%AKktivite [Co™] mM
100 0
81,48 0,05
62,96 0,10
48,14 0,20
40,74 0,25
32,50 0,30

120 +

100

80

60

% Aktivite

40

20 A

O T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

[Co™2] mM

Sekil 4.16. Co*%nin gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 4.10. Gokkusagr alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz enzim aktivitesi lizerine Fe*iin etkisi

%Aktivite [Fe™] mM
100 0
62,50 0,2
56,25 0,2
46,80 0,4
37,50 0,5
31,25 0,6
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120

100

80

% Aktivite
3

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
[Fe3]mM

Sekil 4.17. Fe™iin gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 4.11. Gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Cu*?’nin etkisi

%Aktivite [Cu™] mM
100 0
83,75 0,50
66,60 0,75
50,30 1,00
30 1,50
21,60 2,00
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Sekil 4.18. Cu™®nin gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 4.12. Gokkusagr alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Ni*?’nin etkisi

%AKktivite [Ni*’] mM
100 0
75 1,5
64,5 2,5
55,2 3,0
41,8 4,0
33 5,0
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120 +
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% Aktivite
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[Ni*2] mM

Sekil 4.19. Ni*?nin gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi iizerine etkisi

Cizelge 4.13. Gokkusagi alabalifi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Se™ iin etkisi

%AKktivite [SeO,;] MM
100 0
126
169
195,6
217,3
260

OB IWINF-
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300 -
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50

% Aktivite

[Se*4] mM

Sekil 4.20. Se+4’ iin gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflagtirilan
tiyoredoksin rediiktaz iizerine etkisi

4.5. Gokkusagr Alabahg Karaciger Dokusundan Saflastirllan Mitokondriyal
Tiyoredoksin Rediiktaz Enzimini Inhibe eden bazi metal Iyonlarnn Icin Ki

Sabitlerilerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalarin Sonuglar:

@ Kontrol 600 - %
HO0.1mM 500 -
0.2mM
X0,3mM 400 -
X
300 -
200 -
>
100 -
-5 0 5 10 15 20 25
1/ [DTNB] mM-!

Sekil 4.21. AlI™in gokkusag: alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflagtirilan
tiyoredoksin rediiktaz iizerine etkisi



@ Kontrol 500 -
H0,05mM 450 -

02mM 400 -
X0,3mM 350 -
300 - "
250 -
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/v

1007
50 -

-10 -50 0 10 20 30

1/ [DTNB] mM-1

Sekil 4.22. Co**’nin gokkusagr alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz iizerine inhibisyon tiiriinii gosteren grafik

@ Kontrol 400 -

m0,2 mM 350 -
0,4 mM 300 -
X 0,6 mM 250
200 -

100 %

-10 -5 0 5 10 15 20 25

v
[ERN
a1
o

1/ [DTNB] mM-

Sekil 4.23. Fe™iin gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz iizerine inhibisyon tiiriinii gosteren grafik



64

* Kontrol 500 -
H0,5mM
1mM 400 -+
X
2mM 300 -
200 -+
2
1007
-10 -5 0 5 10 15 20 25
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Sekil 4.24. Cu*®nin gokkusagr alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz iizerine inhibisyon tiiriinii gosteren grafik

¢ Kontrol 350 -
m15mM 300 -
3mM )
X5 mM 50 1
200 - 5
>
= 150 X
100 -
X
pe
T /U T T T 1
-10 -5 ) 5 10 15 20 25

1/[DTNB] mM-

Sekil 4.25. Ni*nin gokkusagi alabaligi karaciger mitokondrilerinden saflastirilan
tiyoredoksin rediiktaz iizerine inhibisyon tiiriinii gosteren grafik
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Cizelge 4.14. Gokkusagi alabalik karacigeri dokusundan saflastirilan mitokondriyal
TrxR enzimi lizerine bazi metal iyonlari etkilerinin toplu sonuglari

METAL ICso DEGERLERI |  KiSABITLERI | INHiBiSYON
IYONLARI (mM) (mM) Tipi
[AI+3] 0,150 0,14+0,026 mM Yarismasiz
[C0+2] 0,186 0,174+0,033 mM Yarismasiz
[Fe+3] 0,350 0,34+0,0250mM Yarigsmasiz
[Cu™] 0,930 0,850,045 mM Yarigmasiz
[Ni+2] 3,270 1,600,285 mM Yarigsmasiz
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiyoredoksin Rediiktaz glutatyon rediiktaz gibi flavoenzimler ailesine ait homodimerik
bir proteindir. TrxR; FAD aktif bolgedeki selenosistein {izerinden tiyoredoksin ve diger
substratlardaki disiilfid baglarint NADPH’a bagimli olarak indirgeyen bir enzimdir.
Memeli TrxR enzimi oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarini igeren ¢esitli metabolik
yollarda yer alir ve yaygin olarak hiicre igi reaktif oksijen tiirlerini azaltma merkezi
olduguna inanilir (Tibodeau et al. 2008).

Yapilan literatiir taramasinda TrxR enziminin E.coli (Williams et al. 1967), maya
(Gonzales et al. 1969), sigir karacigeri ve timusu (Holmgren 1977), i1spanak
yapraklarindan ferrodoksin-TrxR olarak ii¢ c¢esit Trx ile beraber (Wolosiuk et al. 1979)
sican karacigeri (Luthman and Holmgren 1982), Saccharamyces cerevisiae (Pedrajas et
al. 1998), insan plasentas1 (Gromer et al. 1998), Fasciola hepatica (Maggioli et al.
2004), Brevibacillus choshinensis (Tonaka et al. 2004), domates (Dai and Wang 2011),
ve insan akciger adenokarsinoma hiicreleri (Tamura and Standtman 1995) ve ¢esitli
kanser ve tiimor hiicreleri gibi kaynaklardan saflagtirildigi ve ¢alisildigi ancak
gokkusag1 alabaliligi karaciger dokusu tizerinde TrxR enzimiyle ilgili saflastirma,
karakterizasyon ve inhibisyon mahiyetinde herhangi bir ¢alisma olmadig goriilmiistiir.
Yapilan bu ¢alismada gokkusagi alabaligi karacigerinden mitokondriyal enzim yiiksek
saflikta elde edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Bunun yani sira bazi metal

iyonlariin enzim aktivitesi iizerine in vitro etkileri incelenmistir.

Calismada doku kaynagi olarak kullamilan gokkusagi alabaligt Kuzey Amerika’nin
onemli bir tiiridiir. Giintimiizde yetistiricilik yoluyla birgok kitaya yayilmis durumdadir.
Avrupa’ya 1880, Tirkiye’ye ise 1970°1i yillarda getirilmistir. Gokkusag: alabaliginin
sistematik olarak siniflandirmasi ile ilgili olarak 30’un {izerinde tiir ismi tanimlanmastir.
Uzun yillar Salmo gairdneri ismi ile bilinmistir. 1988 yilinda Amerika Balikgilik
Dernegi Balik Isimleri Komitesi biitiin Biiyiikk Okyanus alabalik ve salmonlari igin
Oncorhynchus’un cins ismi olarak kullanilmasini ve Atlantik Okyanusu alabalik ve

salmonlarindan ayirt edilmesine karar vermistir. Boylece gokkusagi alabaliginin tiir
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ismi Oncorhynchus mykiss olarak degistirilmistir (Bat vd 2008). Gokkusagi alabaligi
diinyada yiizlerce yildir kiiltiirii yapilan ¢ok yaygin bir balik tiiridiir. Su kalitesi
bakimindan bol oksijenli su ister ve 13-18°C’de biiylime performanslar1 ¢ok iyidir.
Gokkusag1 alabaliklar1 tath sularda yasamaktadir. Fry donemlerinde zooplanktonla
beslenmekte ve biiylidiikce bocekleri, kabuklulart ve diger baliklar1 yem olarak
tiilketmektedir. Ureme dogada ilkbahar aylarinda gergeklesmektedir. Disiler kumlu ve
cakilli yerlere yaptiklar1 yuvalara yumurta birakmakta ve erkek baliklar bu yumurtalar
dollemektedir. Yumurtalarin gelismeleri ve agilmalari icin gerekli siire su sicaklig ile

dogrudan iliskilidir. Yumurtalar 10°C’de yaklasik 30 giinde agilirlar (Yanik 2009).

Yaptigimiz bu ¢alismada gokkusagi alabaligi karacigerinden sitozolik TrxR enzimini
saf olarak elde edebilmek i¢in su yol denendi; hazirlanan homojenatin santrifiijlendikten
sonra amonyum siilfat ¢cokme araliginin bulunmasia yoénelik calismalar yapildi ancak
%10-90 amonyum siilfat doygunlugunun enzim i¢in ¢Okme araligi olarak
belirlenmesiyle amonyum siilfat ¢oktiirmesi saflagtirma basamaklarindan ¢ikarildi.
Homojenat siizme kolonundan gegirilerek DEAE iyon degisim kolonuna tatbik edildi.
Yapilan gradientli eliisyon sonrasinda alinan fraksiyonlar safsizliklarindan arindirilmak
icin diyaliz edildi. Diyaliz sonrasinda igerisinde enzim bulunan havuz 2'5'-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisine tabi tutuldu. Enzimin kolondan alinabilmesi i¢in
basamakl: elitisyon yapildi. Enzim igeren eliiatlar ve protein molekiil kiitlesi standartlart
enzimin monomer molekiil agirliginin belirlenmesi i¢in SDS-PAGE’ye yiiklendi. Bu
caligmanin onlarca kez farkli modifikasyonlarla tekrarlanmasina karsilik saf enzim elde

edilemedi ancak kismi saflastirma yapilabildi.

Daha sonra mitokondriyal TrxR enzimini elde edebilmeik i¢in soyle bir prosedur
izlendi; hazirlanan homojenat diferansiyel santrifiije tabi tutuldu. Kademeli olarak
mitokondriye ulasilmaya c¢alisildi. Mitokondriyal peletten mitokondriyal TrxR’ye
ulasabilmek i¢in sonikatdrle parcalama islemi yapildi. Tekrar santrifiij edilen preparatta
stipernatant alinip ¢okelek atildi. Sonraki adimda siipernatant 2', 5'-ADP Sepharose 4B
afinite kolonuna yiiklendi. Enzimi saf halde eliie edebilmek igin gradientli eliisyon

yapildi. Elde edilen eliiatlar saflik kontrolii ve alt birimlerinin molekiil kiitlesinin tayini
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icin SDS-PAGE’ye yiiklendi. PAGE jelinde tek bandin goriilmesiyle enzimin saf halde
elde edildigi anlagildi. Calismanin sonucundan emin olmak adina mitokondriyal
TrxR’nin saflastirilmas: bu metodla ii¢ kez tekrarlandi. Saflik kontrolii ve molekiil
kiitlesi tayini amaciyla yapilan SDS-PAGE uygulamalarinin ardindan ii¢ kez ayni

noktada tek bant elde edildi.

Farkl1 kaynaklardan saflastirilan TrxR enziminin saflastirilma teknikleri incelendiginde;
1s11 ve asidik muameleler, amonyum siilfat ¢coktiirmesi, diyalize tabi tutma, birbirini
takip eden iyon degisim ve c¢oklu afinite kromatografileri, zaman alic1 inkiibasyonlar
gibi bircok karisik igslemden olusan agir ve zaman alici bir prosedur karsimiza
¢ikmaktadir. Ornegin sigan karacigerinden TrxR enzimini saflastirmak i¢in DEAE iyon
degisim kromatografisinin ardindan sephadex G-50, CM Selilloz ve 2'5-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisini arka arkaya uygulamak gerekmektedir. Ara
islemleride gz oOniinde bulundurdugumuzda bu metodlarla enzim saflastirmanin ne
kadar zaman alic1 ve yorucu oldugunu daha iyi anlayabiliriz. Ustelik enzim stabilitesi ile
zaman arasinda ters bir korelasyon olmasi enzimi daha kisa yoldan ve daha yiiksek
saflikta elde etme arayisini gerektirdi. Diger bir sorun; bu yontemlerle yapilan
saflagtirmada enzimin sitozolik mi yoksa mitokondriyal mi oldugu konusunda net ve
savunulabilir bir agiklamanin olmayisiydi. Yukarida bahsedilen birinci metodla yapilan
saflastirma islemlerinin defalarca tekrarlanmasina ragmen enzimin kismi olarak
saflastirilmasi ve tek bant elde edilememesi az zamanda kesin sonuca gétiiren bir metod
bulmayr kacinilmaz kildi. Literatiir taramast sonucunda elde ettigimiz bilgileri
labaratuarda deneme yanilma yontemiyle gelistirip ¢esitli modifikasyonlarla amacimiza
uygun bir hale getirdik. Homojenat diferansiyel santrifiije tabi tutularak direkt olarak
mitokondriler hedeflendi. Sonikatorle mitokondriler parcalandi. Daha sonra tek hamlede
sadece tek bir kromatografik teknikle, cok kisa zamanda ve enzimin yiiksek spesifik
aktiviteyle saflagtirilmasi gergeklestirildi. SDS- PAGE ile saflik kontroliinde tek bandin
goriilmesi hedefledigimiz sonugtu. Ancak bundan emin olmak admna aym teknikle
saflagtirma 3 kez denendi ve hepsinde birbiriyle uyumlu sonuglar alindi. TrxR biyolojik
fonksiyonlar1 ve kanser, tiimor gibi 6nem tasiyan konulardaki nitelikleri agisindan

incelenmesi ve her yoniiyle aydinlatilmasi gereken ¢ok onemli bir enzimdir. Yapilan
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literatiir taramalarinda saflagtirma basamaklarinin zorlayicit ve zaman alict olmasindan
olsa gerek, diger birgok enzime oranla daha az kaynaktan saflagtirllmis ve karaterize
edilmistir. Bu ¢alismada gelistirdigimiz yontemle enzimin daha kisa siirede ve daha

kolay sekilde saflastirilmasinin miimkiin olabildigi fikri savunulabilir.

Saflagtirma metodunun ilk basamagi olan homojenat hazirlanmasindan 2'5'-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisiyle enzimi eliic etmeye kadar gegen tiim
basamaklarda enzimi stabil tutabilmek ve aktivite kaybini minumuma indirebilmek
amaciyla tim islemler 4°C’de yapildi. Santrifiij basamaklarinda sogutmali santrifiij
kullanilarak ortam sicakligi 4°C’de sabit tutuldu. Tiyoredoksin rediiktaz enziminin
aktivitesi Olgiiliirken DTNB (5,5’-Ditiyobis (2-Nitro benzoik asit) yontemi kullanildi.
Bu yontemde tiyoredoksin rediiktaz enziminin NADPH bagimli olarak DTNB’deki
distilfit baglarininin rediiksiyonunu katalizlemesi esas alindi (Holmgren,1977). 412
nm’de DTNB den TNB olusumuna bagli olaraktan TNB’nin artis1 6l¢iildii. Enzimin
saflastirilmasi, karakteristik ve kinetik o0zelliklerinin belirlenmesi ve inhibisyon

caligmalarinda bu yonteme gore aktivite dl¢timii yapildi.

Yapilan bu ¢alismada biitiin basamaklardaki kantitatif protein tayini Bradford metoduna
gore yapildi. Bu metodun hassasiyetinin yiiksek olmast (1-200 pg), boya-protein
kompleksinin hizli olusmasi ve renk stabilitesinin uzun siirmesi gibi nedenlerden dolay1

tiim protein tayinleri bu metoda gore yapildi.

Mitokondriyal TrxR enzimi gokkusagi alabaligi karaciger dokusu mitokondrilerinden
11,9 EU/ml protein spesifik aktivitesiyle %2,38 verimle ve 672 kat saflastirildi.
Enzimin saflig1 ve alt birim kiitlesi SDS-PAGE ile belirlendi. SDS-PAGE jeli tizerinden
enzim i¢in Rf degerine karsilik molekiil kiitlesi yaklagik 70 kDa olarak belirlendi.
Enzimin dogal molekiil kiitlesinin belirlenmesi igin enzim sephadex G-150 jel filtrasyon
kromatografisine tabi tutuldu. Enzim eliie edilirken tiiplerde 412 nm’de aktivite
Olctimleri yapildi. 280 nm’de kalitatif 6l¢iim i¢in alinan absorbans degerleri tiip sayisina
kars1 grafige gecirildi. Daha sonra enzimin molekiil kiitlesini belirlemek icin her bir

protein i¢in ayr1 ayr1 K,y degerleri ve Log Mk degerleri hesaplandi. Log Mk-Kay, grafigi
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bilgisayarda ¢izildi. Son olarak gokkusagi alabalig1 karaciger mitokondrial tiyoredoksin
rediiktaz enziminin K,, degeri belirlenerek grafik vasitasiyla enzimin dogal halinin
molekiil kiitlesi yaklasik 151 kDa olarak hesaplandi. Jel filtrasyon kromatografisi
sonucu bulunan tabi molekiil kiitlesi, SDS-PAGE sonucu bulunan alt birimlerin molekiil
kiitlesi ile kiyaslaninca gokkusagi alabaligi mitokondriyal TrxR enziminin homodimer

yapida oldugu sonucuna varildi.

Enzimin karakteristik Ozelliklerinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda saf
enzim kullanildi. Enzimin optimum pH’sinin bulunmasina yonelik yapilan ¢alismalarda
enzimin; pH’s1 7,5 olan fosfat tamponunda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Optimum iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla farkli fosfat konsantrasyonlarinda
yapilan aktivite Ol¢climlerinde en yiiksek aktivite Olgiimii 500 mM pH’s1 7,5 olan
potasyum fosfat tamponunda goriildii. Calisma kapsaminda enzimin optimum
sicakliginin belirlenmesi i¢in 0 ile 80°C arasinda aktivite dlgtimleri yapilarak enzimin
optimum sicakligr 0°C olarak belirlendi. Enzimin stabil pH sinin belirlenebilmesi igin
farkli pH araliklarinda tampon ¢ozeltilerde 4°C’de inkiibe edildi. 24 saat araliklarla
yapilan aktivite dl¢iimleri neticesinde pH’s1 8,0 olan potasyum fosfat tamponununda
enzimin en stabil kaldigi tespit edildi. Optimum sicaklik ¢aligmasinda elde edilen

sonuglardan enzimin Qg degeri 0,8825°C olarak hesaplandi.

Kinetik  6zelliklerinin  belirlenmesinde yine 2'5-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisi sonrasi elde edilen saf enzim kullanildi. Enzimin substratlarindan biri
olan DTNB i¢in Ky sabiti ve Vmax degerlerinin hesaplanabilmesi amaciyla 5 farkli
substrat konsantrasyonunda aktivite 6l¢limii yapildi. Elde edilen sonug¢lardan Linewear-
Burk grafigi ¢izilerek enzimin DTNB subsrat1 i¢in Ky sabiti 0,828 uM ve Vmax degeri
0,079 EU/ ml olarak bulundu. Enzimin diger substrat1 olan NADPH i¢inde ayn1 islemler
yapild1 ve Ky sabiti 12,65 pM ve Vmax degeri 0,513 EU/ ml olarak belirlendi. Bu
caligmalar yapilirken 100 Ky < [S] iliskisi her asamada g6z oniinde bulunduruldu.
Enzimin substratlariin Ky sabitleri kiyaslandiginda DTNB i¢in hesaplanan Ky
sabitinin (0,828 uM) , NADPH i¢in hesaplanan Ky sabitininden (12,65 uM ) oldukca

kiiciik oldugu goriildii. Bu nedenle enzimin DTNB substratina olan afinitesinin daha
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yiiksek oldugu sonucuna varildi. DTNB i¢in Vo degeri 44x 10° dkt, uM'l ve Keq degeri
36,2x 10% dk™ olarak hesaplandi. Holmgren’in 1977 yilinda yaptigi ¢alismada sigir
karacigerinden saflastirilan TrxR enziminin Ky degeri NADPH i¢in 14 uM, DTNB i¢in
1,5 uM olarak belirlenmistir (Holmgren, 1977). Yine Holmgren ve Luthman’in sigan
karacigerinden TrxR enzimini saflastirilmasina yonelik ¢aligmalarinda TrxR enziminin
Kwm degeri NADPH i¢in 6 uM, DTNB i¢in 0,66 uM olarak belirlenmistir (Holmgren and
Luthman 1982). Goriildigii gibi, literatirdeki ¢alismalarda da enzimin DTNB’ye olan

afinitesi daha yiiksektir. Calismamiz literatiirle uyumludur.

Calisma planimizin son basamagi TrxR enzimi {izerine bazi metallerin in vitro etkilerini
incelenmesiydi. Bu amagla AI*, Fe*3, Co™, Ni*? ve Cu** ve Se* metal iyonlarinin
enzim aktivitesi lizerine etkileri arastirildi. Enzim aktivitesi {izerine etkisi calisilan her
madde i¢in stok ¢ozeltiler hazirlandi. Her metal i¢in kendi stok ¢ozeltisinden 5 farkl
konsantrasyonda aktivite Ol¢limii yapildi. Selenyum enzim aktivitesi i¢in gerekli ve
enzim aktivitesini arttirtan bir madde oldugu icin Se™ iyonunun enzimi aktive etmesi
bekleniyordu. Se** iyonu enzimi aktive ederken diger tiim metal iyonlarmin enzimi mM
diizeyde kuvvetli bir sekilde inhibe ettikleri goriildii. Inhibisyon gdsteren metal iyonlart
icin 5 farkli DTNB konsantrasyonunda ayri ayri uygun olan 3 farkli inhibitor
konsantrasyonu i¢in aktivite dl¢iimleri yapildi. Olgiimler sonucu elde edilen degerler
kullanilarak inhibisyon etkisi gdsteren her metal i¢in Linewear-Burk grafigi ¢izildi.
%AKktivite-[I] ve Linewear-Burk grafiklerinden faydalanilarak metallerin ICsp ve K;
sabitleri hesaplandi ve inhibisyon tiirleri belirlendi. Tiim metallerin enzimi yarismasiz
olarak inhibe ettigi belirlendi. Metal iyonlarmin inhibisyonuna iliskin sonuclar Cizelge

5.1’de Ozetlendi.

Cizelge 5.1. Gokkusagi alabaligi karacigeri mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz enzimi
i¢in bulunan Ki sabitleri

Metal Iyonlar1 | ICs, Sabitleri (mM) | K; Sabitleri (mM) Inhibisyon Tipleri
[AI”] 0,150 0,14+0,026 Yarigmasiz
[Co™] 0,186 0,17+0,033 Yarigmasiz
[Fe™] 0,350 0,34+0,025 Yarigmasiz
[Cu™] 0,930 0,85+0,045 Yarigmasiz
[Ni™] 3,270 1,60+0,285 Yarigmasiz
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Doniistimlii bir tip olan yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitdr ve substrat
enzim molekiillerine ayni anda baglanabilir. Bu baglanmanin enzimin ayni bolgesine
olmadigini gosterir. Yarigsmasiz bir inhibitor etkisini bir enzimin turnover sayisini, yani
katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitér arasinda yarigsma
s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu arttirmakla inhibisyon kaldirilamaz.
Enzimin Vmax degeri azalirken Ky degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitdr farkli
bolgelere yapisabildiginden enzimin iki g¢esit inaktif kompleksi meydana gelir. EI ve
ESI. ESI’dan I doniisiimli olarak ayrigabildiginden yine iiriin meydana gelebilir fakat
katalizlemede yavaglama olur. Yarismasiz inhibisyona Ornek olarak, enzimlerin
aktivitelinde gerekli olan sisteinlerin —SH gruplarina bazi agir metal iyonlarinin
merkaptan olusturacak sekilde doniisiimlii olarak baglanmalarini verebiliriz. Burada —
SH grubu aktif bolgede bulunabildigi gibi enzimin ii¢ boyutlu yapisinin olusumunda
etkili olan bir bolgede de yer alabilir. Katalizlemede metal iyonlarina ihtiyaci olan
enzimlerin aktiviteleri baz1 bilesiklerin metal iyonlarina doniistimli baglanmasi sonucu

yarigmasiz olarak inhibe edilebilirler (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Aliiminyum iyonlarinin benzersiz termodinamik 6zellikleri onlara hiicre bilesenleriyle
etkilesiminin  biyokimyasal temelini olusturan biyolojik spesifite kazandirir.
Aliminyum niikleotidlerle koordinasyonda bulunabilir ya da fosfolipidlerle kompleks
olusturabilir. Bunun sonucunda sirastyla bozulmus gen ekspresyonu ya da aliiminyum
kaynakli membran faz degisimi meydana gelir (Haug and Foy 2008). Uc degerlikli bir
katyon olan aliiminyum bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda kronik
sitotoksisiteye sebep olabilir. Enzim aktivitesinin Al*? tarafindan inhibisyonuyla ilgili
bugiine kadar yapilan ¢aligmalar bu inhibisyonun aliiminyumun substrata baglanmasiyla
gerceklestigini gosteriyor. Birgok enzim substratlari aliminyum yiiksek afinitesine agik
fosfat ve karboksilik gruplar icerirler. Bu gruplara aliiminyumun baglanmasi substratin
enzime baglanmasini bloke eder ve katalizi onler (Jones and Kochian 1998). TrxR
enziminin substratlarindan biri olan NADPH yapisinda fosfat grubu bulunduran bir
bilesiktir. Enzimin buradaki fosfata baglandigi dolayisiyla substratin  enzime

baglanmasini engelleyerek katalizi durdurdugu sdylenebilir.
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Kobalt insanlarda ve hayvanlarda vitamin B12 veya kobalaminle iligkili olarak bulunur
ve vitamin B12 metabolizmasinda énemlidir. Giinliik besin ihtiyacimizda ¢ok kiigiik bir
yer teskil eden kobalt, kirmizi kan hiicrelerini {iretiminin ve sinir diizenlenmesinde
kullanilan B12 vitaminin bilesenidir (Ortaboy 2010). Yapilan literatiir taramalarinda
kobaltin kolaylikla kompleks olusturan bir metal oldugu ve nikotinamidle kolaylikla
kompleks olusturabildigi goriilmiistiir. TrxR’nin NADPH a bagimli bir enzim oldugu
NADPH olmadan katalizleme kabiliyetinin olmadig1 bilinmektedir. Yapilan ¢alismada
kobaltin NADPH’in nikotinamid halkasiyla kompleks olusturdugu goriilmiistiir.
Kobaltin enzimi yarigmasiz inhibe etmesi substratla kompleks olusturmasina ya da

enzimin yapisinda bulunan —SH gruplariyla merkaptan olusturmasina dayandirilabilir.

Demir pek ¢ok canli ve insan i¢in yasamsal dneme sahip temel bir elementtir. Elektron
alip verme 06zelligi nedeniyle oksijen taginmasinda, enerji yapimindaki bircok enzimin
katalizlenmesinde (6rn. sitokromlar), bagisiklik sisteminde (nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat oksidaz, lakroferrin, siderokalin), deoksiriboniikleik asit (DNA),
riboniikleik asit (RNA) ve protein sentezinde dnemli fonksiyonlar1 vardir Demir tiim
hiicreler igin gerekli olan esansiyel bir elementtir. En 6nemli gorevi hemoglobin
araciligi ile oksijen tasimaktir. Diyetle alinan demir ile makrofajlardan saglanan demir
kanda transferrin (Tf) ile tasmmarak biliyiilk oranda kemik iligine ulastirilmaktadir.
Transferin reseptorii disiilfid baglariyla bagl iki subiinitten olugsmaktadir (Avcr 2008).
Transferrinin demire baglanma afinitesinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada
demirin enzim aktivitesi i¢in gerekli olan sisteinlerin —SH gruplarina baglanarak enzimi

inhibe ettigi savunulabilir.

Bakir insanlar i¢in esansiyel bir elementdir. In vivo ortamda bulunan bakirin ¢ok biiyiik
bir kism1 biomolekiillerle kompleks halinde goriilmektedir, az ama belirgin bir kismi ise
serbesttir ve redoks reaksiyonlarina girmeye olduk¢a yatkindir. Normal kan
plazmasinda bakirin diisiik molekiil kiitleli fraksiyonlarinin biiyiik bir kisminin,
elektriksel olarak notral ve bundan dolay: lipofilik ve difiize olabilir komplekslerden
olugsmasi dnemli bir gergektir, dzellikle zayif asitlerin yer aldigi in vivo da Cu (1) nin

araciligiyla gergeklesen islemlerde, kan plazmasindaki baslica diigiik molekiil kiitleli
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ligand olan histidin reaksiyona girmeye yatkindir (Tuncer 1999). Demir ve bakir gibi
gecis metalleri canli organizmada serbest radikal olusturan giiclii birer oksidatif katalist
olarak gorev yaparlar. Yapilan literatlir taramasinda bakirin nikotinamid tiirevleriyle
kompleks olusturdugu yine bakir tiyol komplekslerinin olusumu goriilmiistiir. Bakir
metalinin TrxR enzimini yarismasiz inhibe etmesi inhibitoriin enzimin yapisinda

bulunan disiilfidlere doniisiimlii olarak baglanmasiyla agiklanabilir.

Nikel iceren iiriinlerin fazla tiikketimi, nikel ve bilesiklerinin liretimi, kullanimi ve geri
kazaniminda olusan ¢evre kirliligi kaginilmazdir. Insanlar nikele, solunum yoluyla, agiz
yoluyla, igme suyuyla, bazi1 gidalarin tiiketimiyle ya da sigara igilmesiyle maruz
kalabilmektedirler. Bu kirlilik, nikelin deriyle temasindan olusan nikel alerjisi, akciger
kanseri, girtlak kanseri ve bobrek hastaliklart gibi 6nemli rahatsizliklara yol agmaktadir
Nikelin bilinen biyolojik fonksiyonu olmamakla birlikte orta seviyede zehirleyici
ozelligi vardir (Kasprzak et al. 2003). Nikel siilfiir bilesimlerinin var olmasi nikelin

TrxR’yi inhibe etmesinin bu yonde bir etkilesime bagli oldugu fikrini akla getirir.

Giiniimiizde bu enzimle ilgili ¢alismalarin ¢ogu Trx/TrxR sistemiyle iliskilendirilen
hastaliklarin tedavisinde fikir belirtebilecek bilesiklerin tayin edilmesi yOniindedir.
Calismaya baslamadan Once literatlir taramasi yapilarak hangi madde ve bilesiklerin
enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi olusturdugu konusunda fikir edinilmistir.
Buna gore; su anda mevcut kanser tedavisinde kullanilan ajanlardan sisplatin, PX-12 ve
plorotin geri doniisiimsiiz birer TrxR inhibitorleridir. Yine Gd* igeren bir porfirin olan
moteksafin gadolinyum kanser hiicresindeki metabolizmay1r bozarak DNA tamirini
engeller ve hiicre olimiinii kolaylastirr (Haunut and Miller 1993). 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene, 13-cis-retinoic acid (Rigobello et al. 1998), nitrojen mustardlar
(Chlorambucil, melphalan), alkil siilfanatlar, daunorubisin, doksorubisin, karmustin ve
platin igeren antikanser bilesiklerin enzim iizerinde inhibisyon etkisi saptanmistir (Witte
et al. 2005). Aurotiyooglukoz, arsenik trioksit, flavonoidler, platin ve altin bilesiklerinin
yan1 sira Cu*?, Ni*?, Zn*?, Cd*?, Mn*2,Co*? (Tandogan ve Ulusu 2011), Hg*? (Carvelho

et al. 2012) gibi agir metallerde enzim {izerinde inhibisyon etkisi saptanan metallerdir.
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Selenyum memeli ve kuslar i¢in temel bir eser elementtir. Selenyum eksikligine bagl
olarak hayvanlarda beyaz kas hastaliklart selenoproteinlerle iliskilendirilmistir.
Selenoproteinin  kesfedilmesi selenyumun insan saghigi ac¢isindan kesfedilmemis
biyolojik foksiyonlar1 hakkinda O6nemli fikirler saglayabilir (Tamura 1995).
Selenyumun memeli TrxR katalitik bolgesindeki esas rollerini anlamak igin ¢esitli
calismalar yapilmistir. Supra beslenme selenyum takviyesinin birgok ¢alismada tlimor
koruyucu etkiye sahip oldugu gdsterilmistir. Selenoproteinlerin diizenlenmesi ve hiicre
biiylimesiyle biiylimenin diizenlenmesi {izerine etkileri dahil tiimor {izerindeki etkisini
aciklamak icin olasi mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bir¢ok calismanin selenyumun
timor biiylimesini azalttigin1 géstermesine ragmen selenyumun tiimor Onleyici etkisi
hala tartismalidir ve selenyumun tiiriine, kullanilan selenyum kaynagina ve g¢alisilan
kanser gesidine gore degismektedir. Yapilan bir ¢aligmada sigan karaciger orneginde
sodyum selenitin karacigerde tiimor Onleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Deneyde kullanilan siganlarin baslangigtan itibaren 12 ay boyunca i¢me sularma 5
mg/ml eklenmesiyle tiimor biiylime oraninda azalma gozlemlenmistir. Timor azaltma
etkinligine ragmen 5 mg/ml sodyum selenit muamelesi kanserli karaciger kiitlesinin
artisgini - ve hiicre ¢ogalmasinin oranin etkilemedigi goriilmiistiir.  Yenilenen
karacigerlerde TrxR1 sitozolik selenoenzim aktivitesi kisa siireli ve gecici olarak artar
ve bu artis sodyum selenit tarafindan gliglendirilir. TrxR1 selektif olarak
immiinohistokimyasal analizlerde gosterildigi gibi karaciger tiimdr c¢ogalmasinda
fazlaca sentezlenir (Erkhambayer 2011). Selenyumun TrxR aktivitesini artiran bir
madde olmasindan otiirii yapilan bir ¢alisma sonucunda sodyum selenitin kronik
karaciger hastalig1 olan hastalarda karaciger kanserinin dnlenmesi ig¢in uygun bir aday
oldugu onerilmistir. Yaptigimiz bu cahsmada Se*iin  gokkusagi alabaligi
karacigerinden saflastirdigimiz mitokondriyal TrxR enzimini aktive etmesi, daha 6nce
yapilan bu arastirmalarin sonuglarin1 destekler niteliktedir. Selenyum enzim aktivitesi
icin mutlak ve gerekli bir madde oldugu icin ortamdaki konsantrasyonunun

arttirtlmasiyla TrxR aktivitesinin artacagi bir kez daha ortaya konmustur.
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Sonug olarak;

1. Mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz enziminin gokkusagi alabaligi karacigerinden
saflagtirilmasinda literatiirdeki karmasik ve uzun siiren prosediirlerin yerine daha pratik
ve daha az zamanda daha kesin sonuca gotiiren yeni bir yontem uygulandi. Enzim tek
basamakta 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile 11,9 EU/ ml protein
spesifik aktivitesiyle, %2,38 verimle ve 672 kat saflagtirildi. Buldugumuz sonuglari
mukayese etmek amaciyla yaptigimiz literatiir taramalarinda TrxR enziminin sigir
karacigerinden ve timusundan 4 asamada 1000 kat saflastirilmis olup enzimin %10 dan
daha iyi bir verimle elde edildigi goriilmistiir (Holmgren 1977). Sitozolik TrxR si¢an
karacigerinden 5 basamakta % 18 saflikta 4000 kat saflagtirilmistir (Luthman ve
Holmgren 1982). Rigobello ve arkadaslar1 sigan karacigerinden mitokondriyal TrxR
enzimini 6 basamakta saflagtirmislardir (Rigobello et al. 1997). En az 4 basamakta
gergeklestirilen s6z konusu saflastirma islemlerinin oldukca karisik ve zaman alict
oldugu goriilmiistiir. Bundan dolay1 yaptigimiz saflastirma islemlerinin en kisa zamanda
dogru sonuca ulastiran prosedur oldugu sonucuna ulasilabilir.

2. Gokkusagi alabalig karacigerinden saflagtirilan mitokondriyal TrxR enziminin saflik
kontrolii SDS-PAGE yontemiyle yapildi. Homodimerik oldugu sonucuna varilan
mitokondriyal TrxR enziminin alt birim molekil kiitlesi yaklasik 70 kDa olarak
belirlendi. Jel filtrasyon kromatografisiyle yapilan dogal molekiil kiitlesi tayininde
enzimin dogal molekil kiitlesi yaklagik 151 kDa olarak hesaplandi. TrxR enziminin
dogal molekiil kiitlesinin bulunmasina yonelik yapilan calismalar incelendiginde sigir
karaciger ve timusundan saflastirilan TrxR enziminin dogal molekiil kiitlesinin her bir
alt birim 66 kDa olmak tizere 112 kDa olarak bulundugu goriilmiistiir (Holmgren 1977).
Bagka bir ¢aligmada, sigan karacigerinden saflastirilan sitozolik enzimin her bir alt
birimi 54 KDa olan 116 kDa dogal molekiil kiitlesine sahip oldugu belirtilmistir
(Luthman ve Holmgren 1982). Aymi kaynaktan saflastirilan mitokondriyal TrxR
enziminin molekdl kiitlesi de 108 kDa olarak bulunmustur (Rigobello et al. 1997). E.
Coli’den elde edilen enzimde her bir alt birimin molekiil kiitlesinin 34 kDa oldugu
belirtilmistir (Williams et al. 1967). TrxR enzimlerinin siiflandirilmasinda alt birim

molekiil kiitlesi 55 kDa civar1 olanlar biiyiik TrxR sinifina girdiginden goékkusagi
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alabalig1 karacigerinden saflastirilan ve alt birim molekiil kiitlesi yaklasik 70 kDa olan
bu enzimin biiylik TrxR enzimleri sinifinda oldugu sdylenebilir.

3. Gokkusagi alabaligi karacigerinden saflastirilan mitokondriyal TrxR enzimi igin
optimum pH fosfat tamponunda pH 7,5 olarak belirlendi.

4. Gokkusagi alabaligi karacigerinden saflastirilan mitokondriyal TrxR enzimi igin
optimum iyonik siddeti 500 mM (pH’s1 7,5 olan fosfat tamponu) olarak belirlendi.

5. Gokkusagi alabaligi karacigerinden saflastirilan mitokondriyal TrxR enziminin
optimum sicaklig1 0°C olarak belirlendi.

6. Gokkusagi alabaligi karacigerinden saflagtirilan mitokondriyal TrxR enziminin
DTNB subsrat1 i¢in Ky sabiti 0,828 pM ve Vmax degeri 0,079 EU/ ml olarak bulundu.
Enzimin diger substrati olan NADPH i¢inde ayni islemler yapildi ve Ky sabiti 12,65
UM ve Vmax degeri 0,513 EU/ ml olarak belirlendi. DTNB igin Vo degeri 44x 10° dk™.
uM™ ve ket degeri 36,2x 10° dk™ olarak hesaplandi. Holmgren’in 1977 yilinda yaptig:
calismada sigir karacigerinden saflastirilan TrxR enziminin Ky degeri NADPH i¢in 14
uM, DTNB i¢in 1,5 uM olarak belirlenmistir (Holmgren, 1977). Yine Holmgren ve
Luthman’in  sican  karacigerinden TrxR enzimini saflastirilmasina  yonelik
caligmalarinda TrxR enziminin Ky degeri NADPH i¢in 6 uM, DTNB i¢in 0,66 uM
olarak belirlenmistir (Holmgren and Luthman 1982). Gorildigi gibi, literatiirdeki
calismalarda da enzimin DTNB’ye olan afinitesi daha yiiksektir. Calismamiz literatiirle
uyumludur.

7. Enzim i¢in yapilan kinetik ¢alismalarda hesaplanan spesifik aktivite degeri 11,8 EU/
ml protein olarak belirlendi.

8. Al Fe®, C0+2, Ni*?, Cu™ ve Se™ metal iyonlarmin Gokkusagir alabalig
karacigerinden saflastirilan mitokondriyal TrxR enzim aktivitesi iizerine in vitro etkileri
incelendi. Se™ metal iyonunun enzimi aktive ettigi diger tim metal iyonlarmin ise
enzimi yarigmasiz olarak inhibe ettigi bulundu. Literatiirde TrxR enzimi iizerine metal
iyonlarimin etkisiyle ilgili olarak; tiyoller ve selenollerin Hg*?, Cu*?, Zn*?, Co*? ve Mn*?
gibi agir metal iyonlariyla kolaylikla kompleks olusturabildigi Cd*?, Ni*? ve Zn*? gibi
iki degerlikli metal iyonlarinin memeli ve maya GR enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
oldugu gosterdigi belirtilmistir. GR ve TrxR yapisal olarak benzerdikleri bu yiizden iki
degerlikli metal iyonlar ayn1 zamanda TrxR’yi de inhibe edebileceklerine deginilmistir.

(Tandogan ve Ulusu 2007). Yine bu metallerin 6zellikleri incelendiginde enzimi
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kolaylikla yarismasiz olarak inhibe edebilecek oOzellikler sergiledikleri goriilmiistiir.
Dolayistyla buldugumuz sonuglar literatiirle uyumludur. Ote yandan Selenyum enzim
aktivitesi i¢in gereklidir ve kiiltlir hiicreleri ortammma 1 puM Se eklenmesiyle TrxR
aktivitesi 40 misli kadar artar (Gallegos et al. 1997). Yaptigimiz calismada Se™ iin

enzim aktivitesini arttirmasida literatiirii destekler nitelikte bir sonugtur.
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