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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

Capoeta capoeta umbla ve Capoeta trutta’NIN SOLUNGAÇ, KARACİĞER, 

BÖBREK DOKULARINDAN GLUKOZ 6-FOSFAT DEHİDROGENAZ İLE 

GLUTATYON REDÜKTAZ ENZİMLERİNİN SAFLAŞTIRILMASI VE BAZI 

METALLERİN ENZİM AKTİVİTESİ ÜZERİNE ETKİLERİNİN 

İNCELENMESİ 

 

Muammer KIRICI 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Su Ürünleri Mühendisliği Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Muhammed ATAMANALP 

 

Bu çalışmada, Capoeta capoeta umbla ve Capoeta trutta böbrek, karaciğer ve solungaç 

dokularından metabolizma için oldukça önemli olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-

glukoz-6-fosfat: NADP
+
 oksidoredüktaz, EC 1.1.1.49; G6PD) ve glutatyon redüktaz 

(Glutatyon: NADP
+
, oksidoredüktaz, EC 1.8.1.7.; GR) enzimleri ilk kez saflaştırıldı. 

Saflaştırma işlemleri, homojenatın hazırlanması, amonyum sülfat çöktürmesi ve 2’,5’-

ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yöntemleri ile gerçekleştirildi. Capoeta 

capoeta umbla böbrek, karaciğer ve solungaç dokularından G6PD enzimi sırasıyla 

%22,7, %19,28, %23,15 verimle ve 402,14, 3353,19, 736,5 kat; Capoeta trutta böbrek, 

karaciğer ve solungaç dokularından G6PD enzimi sırasıyla %20,38, %31,15, %34,43 

verimle ve 576,65, 568,27, 803,9 kat; Capoeta capoeta umbla böbrek, karaciğer ve 

solungaç dokularından GR enzimi sırasıyla %23,09, %17,24, %48,74 verimle ve 

389,18, 925,11, 1166,98 kat; Capoeta trutta böbrek, karaciğer ve solungaç dokularından 

GR enzimi sırasıyla %35,4, %21,07, %38,8 verimle ve 794, 734,86, 910,05 kat 

saflaştırıldı. Enzimlerin saflığı SDS-PAGE ile kontrol edildi. Ayrıca in vitro olarak bazı 

metallerin (Cu
+2

, Zn
+2

, Ni
+2

, Cd
+2

, Ag
+
, Pb

+2
, Fe

+3
, Co

+2
) saflaştırılan enzim aktiviteleri 

üzerine etkileri incelenerek inhibisyon gösteren metaller için IC50 ve Ki değerleri 

hesaplandı. Sonuçta, Ag
+
 iyonunun tüm balık dokularında enzim aktiviteleri üzerine en 

etkili inhibisyonu gösterdiği belirlendi. 

2014, 167 sayfa 

Anahtar Kelime: Capoeta capoeta umbla, Capoeta trutta, G6PD, GR, saflaştırma, 

metal, inhibisyon 
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ABSTRACT 

Ph. D. Thesis 

 

PURIFICATION OF GLUCOSE 6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE and 

GLUTATHIONE REDUCTASE FROM Capoeta capoeta umbla and Capoeta trutta 

KIDNEY, LIVER, GILL TISSUES and INVESTIGATION EFFECTS OF SOME 

METALS ON ENZYMES ACTIVITY 

 

Muammer KIRICI 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Fisheries 

 

 

Supervisor: Prof. Dr. Muhammed ATAMANALP 

 

In this study, glucose 6-phosphate dehydrogenase (D-glucose-6-phosphate: NADP
+
 

oksidoreductase, EC 1.1.1.49; G6PD) and glutathione reductase (glutathione: NADP
+
, 

oksidoreductase, EC 1.8.1.7.; GR) enzymes which are of great importance for the 

metabolism were purified from kidney, liver and gill tissues of Capoeta capoeta umbla 

and Capoeta trutta for the first time. The purification was performed by preparation of 

homogenates, ammonium sulphate precipitation and 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinity 

chromatography. Capoeta capoeta umbla kidney, liver and gill G6PD enzymes were 

purified 402.14, 3353.19, 736.5 fold in a yield of 22.7%, 19.28%, 23.15%, respectively. 

Capoeta trutta kidney, liver and gill G6PD enzymes were purified 576.65, 568.27, 

803.9 fold in a yield of 20.38%, 31.15%, 34.43%, respectively. Capoeta capoeta umbla 

kidney, liver and gill GR enzymes were purified 389.18, 925.11, 1166.98 fold in a yield 

of 23.09%, 17.24%, 48.74%, respectively. Capoeta trutta kidney, liver and gill GR 

enzymes were purified 794, 734.86, 910.05 fold in a yield of 35.4%, 21.07%, 38.8%, 

respectively. The purify of the enzymes were checked by SDS-PAGE. In addition, the 

effects of some metals (Cu
2+

, Zn
2+

, Ni
2+

, Cd
2+

, Ag
+
, Pb

2+
, Fe

3+
, Co

2+
) on enzymes from 

all tissues were investigated in vitro. IC50 and Ki values were calculated for these metals 

which showed inhibition effects. In conclusion, it was detected that Ag
+
 metal ion 

showed the most effective inhibition on enzyme activites on the all fish tissues. 

 

2014, 167 pages 

Keywords: Capoeta capoeta umbla, Capoeta trutta, G6PD, GR, purification, metal, 

inhibition 
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1. GİRİŞ 

Çevre sorunları, yaşadığımız yüzyılda ekolojik dengeyi tehdit eden ve bozulmasına 

neden olan en önemli tehlikelerin başında gelmektedir. Çevre sorunları kentsel yaşamın 

başlaması ve insan nüfusunun artması sonucu ortaya çıkmış ve sanayinin gelişmesine 

paralel olarak artmıştır. Bu artış teknolojinin gelişmesi ile bütün toplumlar için 

vazgeçilmez bir amaç ve süreç haline gelmiştir. Ancak bu amaç ve sürece bağlı olarak 

insanoğlunun ekosisteme yaptığı etkiler artmış ve özelliklede su kaynaklarını ve su 

canlılarını tehdit eder boyutlara ulaşmıştır (Canpolat 2007). 

Ekosistemde canlılar arasındaki dengeyi bozan kirleticileri organik ve inorganik 

kirleticiler olarak sınıflandırmak mümkündür. Bu kirleticiler metaller, pestisitler, 

poliklorlu bifeniller, poliaromatik hidrokarbonlar olup organizmalara toksik etki 

yapmaktadırlar (Taylan ve Özkoç 2007). Yapılan çalışmalarda genel olarak kirleticiler; 

kalıcılıkları, zehirlilik dereceleri ve biyoakümülatif kapasitelerine göre 

sınıflandırılmaktadır. Bütün bu özelliklerin hepsine sahip maddeler Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) ve Birleşmiş Milletler Çevre Programı (UNEP) tarafından “Kara Liste” 

maddeleri olarak nitelendirilmektedir. Bu “Kara Liste” de, 114’ü organik bileşikler, 

13’üde ağır metaller olmak üzere toplam 127 öncelikli kirletici bulunmaktadır. Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) ve Birleşmiş Milletler Çevre Programının (UNEP) “Kara Liste” 

ye aldığı ağır metallerin, canlılara ve çevreye oldukça önemli etkileri vardır. 

Yaşadığımız yüzyılda çevreye önemli etkisi olan metal kirliliğinin oluşmasını sağlayan 

beş önemli kaynak vardır. Bunlar; jeolojik olaylar, maden filizleri ve metallerin 

endüstriyel üretimi, metal ve metal bileşiklerinin kullanımı, çöp ve katı atıkların doğaya 

boşaltılması, ağır metal içeren hayvan ve insan atıklarıdır (Alam et al. 2002; Liaghati et 

al. 2003; Ikem and Egiebor 2005). 

Rainbow (1995)’a göre çevrede bulunan veya çevreye salınan metallerin çoğu sularda 

birikerek kirliliğe neden olur. Sulardaki bu kirlilik, çözünme şeklinde olabileceği gibi, 

çözünmeden suların dibinde çökelme şeklinde de olabilmektedir. Metaller, organik 

kirleticiler gibi kimyasal ve biyolojik yollarla parçalanmazlar, bir metal bileşiği başka 
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bir metal bileşiğine dönüşür ve böylece metal iyonları bulunduğu ortamdan 

kaybolmazlar (Taylan ve Özkoç 2007; Atabeyoğlu 2011). Bu dönüşme işlemi sonucu ne 

olursa olsun sucul ortamlarda bulunan metal iyonları, ortamda yaşayan organizmaların 

bünyelerinde birikerek besin zincirine dahil olurlar. Sucul organizmalar besin zinciri 

içinde çeşitli yollarla, metali birbirleri arasında taşıyabildikleri gibi insanlarada 

taşıyabilmektedirler (Şekil 1.2). Bunun sonucu olarak metaller, insan sağlığını tehdit 

edip, bazen tehlikeli boyutlara ulaşabilmektedir (Sarıeyyüpoğlu ve Say 1991). 

 

Şekil 1.1. Metalin su ortamında izlediği yol (Rainbow 1995; Atabeyoğlu 2011) 
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Önemli bir insan gıdası olan balıklarda, ağır metal birikimi üzerine ulusal ve uluslarası 

birçok kuruluş çalışmalar yapıp balık dokularına kabuledilebilir metal miktarlarını 

belirlemişlerdir. Bu kuruluşlardan WHO (Dünya Sağlık Örgütü), EC (Avrupa Birliği 

Komisyonu), MAFF (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, İngiltere), Birleşmiş 

Milletler Çevre Programı (UNEP) ve Türk Gıda Kodeksi (TGK) tarafından belirtilen 

balık dokularındaki bazı metallerin kabul edilebilir değerleri Çizelge 1.1’de verilmiştir. 

Çizelge 1.1. Uluslararası standartlara göre balık dokularındaki bazı metallerin kabul 

edilebilir değerleri (mg/kg) (Kırıcı vd 2013a) 

 Pb Cu Ni Mn Cd Zn Kaynaklar 

WHO 1989 2.00 30 0.5-1.0 1.00 1.00 100 Mokhtar 2009 

EC 2005 0.2 - - - 0.05 - EC 2005 

MAFF 1995 2.00 20 - - - 50 
Ikema and Egieborb 

2005 

UNEP 0.3 - - - 0.3 - UNEP 1985 

TGK 0.2 20 - - 0.05 50 TGK 2002 

 

Şekil 1.2. Ağır metallerin besin zinciriyle balıklara ve insanlara geçişi (Tumantozlu 

2010; Atabeyoğlu 2011) 

Çeşitli faktörler sonucu sucul ortamda bulunan ağır metallerin toksisitesi; hedef 

organizmanın türüne, metalin davranışına, organizmanın yaşam safhasına, pH, 
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çözünmüş oksijen, sıcaklık, balığın büyüklüğüne oranla çözeltinin hacmi, çözeltinin 

yenilenme frekansı, çözeltideki diğer maddeler ve sinerjik etki gibi faktörlere bağlıdır. 

(Mutluay ve Demirak 1996; Kargın et al. 2001). Bununla birlikte metallerin toksik 

etkileri; metalin kimyasal formuna, biyolojik bulunurluğuna, alınım yoluna, metalin 

aksiyon etkisine ve metabolizmasına, diğer metallerle etkileşimine, metalin kısa ve uzun 

dönemli etkisine, toksik etkisini göstereceği hedef bölgeye, hücre içi fizyolojik 

proseslere ve genetik adaptasyonlara bağlıdır. Sucul ortamda bulunan metallerin bu 

toksik etkilerine karşı canlının gösterdiği yanıt mekanizmaları şunlardır; özel olarak 

üretilen organik bileşiklerce metallerin depolanması, hücreler tarafından 

detoksifikasyon mekanizması ve metal iyonlarının tekrardan dışarı atılmasıyla 

olmaktadır (Fırat 2007). Ağır metallerin organizmalara toksik etkileri, ya enzimin aktif 

bölgesinde yararlı bir metalle yer değiştirerek veya molekül üzerinde aktif olmayan 

bölgeye bağlanarak yaptıkları saptanmıştır (Viarengo 1985). Metaller organizmalarda, 

proteinlerin imidazol, amino, sülfidril ve karboksil gruplarına bağlandıkları belirtilmiştir 

(Murphy and Spiegel 1983; Viarengo 1985). 

Yüksek metal konsantrasyonları şu etkilerle toksisiteye neden olmaktadır: 

1. Fosfat grupları ve aktif ADP ya da ATP gruplarıyla tepkimeye girerek  

2. Gerekli iyonlarla yer değiştirerek  

3. Hücre zarlarının geçirgenliğini değiştirerek  

4. Sülfidril (-SH) gruplarıyla tepkimeye girerek (Patra et al. 2004). 
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Şekil 1.3. Toksik elementlerin organizmadaki fizyolojik yolları ve biyolojik yanıtları 

(Kayhan vd 2009) 

Ağır metaller balık vücuduna solungaç, deri veya sindirim yolu ile geçerler. Bunların 

bir kısmı idrar veya dışkı ile vücuttan uzaklaştırılırlar. Şekil 1.4’de ağır metallerin giriş 

ve çıkış yolları görülmektedir. 
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Şekil 1.4. Ağır metallerin vücuda alınımı ve dağılımı (Dökmeci 1988) 

Metallerin birçoğu organizmanın yaşamı için gerekli elementler olup (Na, Ca, Mg, Zn, 

K, Mn, Cu, Co, Fe, Mo, ve Se) eksikliklerinde çeşitli semptomatik bozukluklara, belirli 

sınırların üzerine çıktığında ise toksik etki göstererek organizmada ölüme varan 

olumsuz etkilere neden olurlar (Şekil 1.3) (Sarıeyyüpoğlu ve Say 1991). 

Sucul ortamda yüksek oranda çözünürlüğe sahip olan ve organizmalar tarafından 

kolayca absorbe edilebilen ağır metaller, gıda zinciri içine dahil olduktan sonra canlı 

vücudunda yoğun şekilde birikmesi sonucu canlılarda, özellikle de insanlarda önemli 

sağlık sorunlarına neden olmaktadırlar. Bazı ağır metallerin canlılarda neden olduğu 

sağlık sorunları şunlardır: 



7 

 

Bakır (Cu): Tüm canlı organizmaların gereksinim duyduğu bir iz element olan bakır, 

tüm hücrelerde pikomolar düzeyinde bulunmakla birlikte yaklaşık 30 enzimin kofaktör 

olarak bakırı kullandığı belirlenmiştir (Arellano et al. 1999). Hafif alkali sularda 

hidroksit, çürüyen organik madde içeren sularda sülfür şeklinde çökelir. Bakır balıklar 

ve küçük canlılar için yüksek derecede toksiktir. Alabalıklar için toksite sınırı 0,14 mg 

Cu/lt (bakır çözünen tuz olarak suda bulunuyorsa) olup sert sularda zehir etkisi daha 

azdır. Suda çözünmüş halde bulunan diğer tuzlar bakırın zehir etkisini azaltır. 2,5 mg 

Cu/lt yüksek su bitkilerine zarar vermezken, içme sularında en fazla 0,05 mg Cu/lt 

bulunmalıdır (Anonymous 2011). Ayrıca bakırın subletal derişimlerinin balıklarda 

büyüme, gelişme ve üreme üzerine olumsuz etkiler yaptığı bir çok araştırıcı tarafından 

belirtilmiştir (Buckley et al. 1982; Hilmy et al. 1985). Bakırın hücrede şelatlama 

kapasitesinin üstünde birikmesi durumunda çok fazla sitotoksik olduğu, oksidatif strese 

neden olduğu ve hücresel düzeyde zarar verdiği de bilinmektedir. Kronik bakır 

etkisindeki balıklarda; oksijen tüketiminde artış, yüzme hızında azalma, iyon 

regulasyonunda değişiklikler, lenfosit düzeyinde azalma, nötrofil düzeyinde artma, 

bağışıklık sisteminde değişiklikler, enzim aktivitelerinde negatif etkiler gibi fizyolojik 

değişiklikler meydana gelmektedir (Henczova et al. 2008). 

Kurşun (Pb): Organizmalarda herhangi bir biyolojik işlevi bulunmayan kurşun yer 

kabuğunda, kayalarda, toprakta ve suda doğal olarak bulunmaktadır. Doğal sularda 

normal kurşun düzeyleri 0.0006-0.12 mgL
-1

 arasındadır. Kurşun su ortamına, 

madencilik, kömür ve petrol yakıtlarından, çeşitli yapıştırıcı maddelerin imalinden, 

kauçuk sanayinden, benzin katkı maddesi olarak, akü, boya ve pil yapımı gibi insan 

aktiviteleri sonucu girmektedir (Berman 1980; Roger et al. 2003). Organizmalarda iz 

miktarlarda bile gerekli olmayan kurşunun düşük düzeyleri üreme, büyüme ve davranış 

değişikliklerine neden olmaktadır (Burden et al. 1998). Kurşun balıklarda büyüme ve 

eritrositlerde hem sentezinde görev alan δ aminolevulinik asit dehidrataz enzimi 

(Burden et al. 1998), lipid peroksidazyon enzimi (Campana et al. 2003), anemi 

rahatsızlığı ve ALAD (Delta aminolevulinik asid dehidrataz) enziminin (Ruparelia et al. 

1989) inhibüsyonuna neden olduğu belirtilmiştir. 
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Kadmiyum (Cd): Yüksek derecedeki toksik etkisi (Faroon et al. 1994), çevredeki geniş 

yayılımı (Cinier et al. 1999) ve düşük düzeylerde bile organizmalara olumsuz etkileri 

(Cope et al. 1994) nedeniyle 1993’te insanlar için birinci dereceden kanserojenik 

elemanlar grubuna dahil edilmiştir. Kadmiyum endüstriyel aktiviteler (boya sanayisi, 

plastikler ve akümülatör üretiminde) (Drastichova et al. 2004), madencilik ve 

uygulamaları ve pestisit olarak tarımsal kullanımına bağlı olarak (Chowdhury et al. 

2004) antropojenik kaynaklardan da su ortamlarına karışmaktadır. Kadmiyum çok 

düşük düzeylerde su organizmalarında Ca homeostasisinin bozulmasına, böbrek, 

solungaç ve bağırsak gibi organlarda histolojik ve morfolojik değişikliklere, 

ekstraselular sıvıda iyon konsantrasyonunda dengesizliğe ve osmoregülasyon 

kapasitesinde değişikliğe neden olmaktadır (De la Torre et al. 2000). Kadmiyumun, 

hücre membranlarının yapısında değişikliklere, permeabilitesinin bozulmasına, birçok 

enzimatik reaksiyonun değişmesine ve yaşamsal öneme sahip inorganik katyonların 

düzeylerinde dengesizliklere neden olduğu da belirlenmiştir (Suresh et al. 1995). Cd, 

biyokimyasal düzeyde toksik etkisini DNA, RNA ve ribozom sentezini olumsuz 

etkileyerek (Gerhard et al. 1998), bazı enzim aktivitesini engelleyerek (Doi et al. 1993), 

ozmotik ve iyon dengesini bozarak (Heath 1987) ve immün yanıtlarda değişikliğe neden 

olarak (Saxena et al. 1992) göstermektedir. Ayrıca balıklarda Cd’un toksik etkileri 

şunlardır; balıkların büyüme ve gelişimini yavaşlatır, karaciğer, üreme, beyin ve sinir 

sisteminde patolojik değişikliklere neden olur, solungaçlarlardan Ca
+2

 alınımını engeller 

ve solungaç lamelleri epitelyumunda erime, hipertropi ve kılcal damarlarda tıkanma gibi 

solungaç yapısında patolojik değişikliklere, ayrıca mukus salınımını arttırarak doku 

düzeyinde hipoksiyaya neden olur, iskelet deformasyonununa yol açar (Cicik and Engin 

2005). Cd’nin neden olduğu toksik etkilerin süresi ve yoğunluğu; çalışılan balık türüne, 

derişime ve etki süresine bağlı olmakla birlikte (Sörensen 1991; Heath 1995), Cd 

dokularda önemli bir birikime sahip olması, çok uzun bir süre vücutta kalabilmesi ve 

atılımının az olması dolayısıyla detoksifikasyonu da oldukça yavaştır (Pitter 1999).  

Çinko (Zn): Zn hücresel fonksiyonların yerine getirilmesi için eser düzeyde gerekli bir 

metaldir. Ancak belirli bir konsantrasyondan sonra balıkları da içeren sucul 

organizmalar için oldukça toksik olmaktadır. Çinko, hücre bölünmesi, büyüme ve 
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immün sistemde bütünleyici bir rol oynadığından (Coleman 1992; Prasad 1995; Cousins 

1998) tüm canlı organizmalar için gerekli bir iz elementtir (Eisler 1993). Aynı zamanda 

Zn yaklaşık 300 enzimin yapısına girer. Çinko taşıyan metallo enzimlerden karbonik 

anhidraz, alkalin fosfataz, RNA ve DNA polimerazlar, alkol dehidrogenaz, glutamik asit 

dehidrogenaz, süperoksit dismutaz gibi pek çok enzimin integral bir komponentidir. 

Çinko içeren enzimlerin; karbonhidrat, lipid ve nükleik asit metabolizmasında, protein 

sentezinde önemli fonksiyonları vardır (Vallae 1959). Hücrede çinko derişiminin 

artması sonucu özellikle glutatyon redüktaz (GR) önemli ölçüde etkilenir. Çinko toksik 

derişimlerde bulunduğunda GR inhibisyonuna bağlı olarak indirgenmiş glutatyon 

(GSH) derişiminde bir azalma olurken yükseltgenmiş glutatyonda (GSSG) ise bir artış 

meydana gelir (Mize and Langdon 1962; Walther et al. 2000). Çinko, astrositlerde 

GR’yi inaktive ederek GSSG: GSH oranının artmasına ve hücreiçi reaktif oksijen türleri 

(ROT) üretimine neden olur (Bishop et al. 2007). Balık kanındaki total çinko düzeyi 

0,013 (Grober-van Heerden et al. 1991) –1,15 mM (Lovegrove and Eddy 1982) 

arasında değişmektedir. Çinkonun balıklar tarafından alınım düzeyi, derişime, etki 

süresine, balığın büyüklüğüne, suyun sertliğine ve balığın beslenme düzeyine bağlı 

olarak değişiklik göstermektedir (Sorensen 1991). Çinko solungaç, karaciğer, böbrek, 

kalp ve beyin gibi dokularda önemli miktarlarda birikim göstermektedir (Seghal and 

Saxena 1986). Çinko çeşitli enzimlerin bağlanma bölgelerinde bulunan diğer metallerle 

yer değiştirerek (Roche and Boge 1993), tiyol ve/veya bazı aminoasitlere bağlanıp 

polipeptid zincirinde yapısal değişikliklere yol açarak (Kellogg and Hof 1996), 

hücrelerin enerji metabolizmasını etkileyerek (Borghesi and Lynes 1996) ve tüm 

zarlardaki iyon-taşıma kanallarıyla etkileşime girerek (McGeer et al. 2000) 

biyokimyasal düzeylerde toksik etkilerini göstermektedir. 

Nikel (Ni): Endüstride sıkça kullanılan bir metal olup alerjik özelliğinin bulunduğu ve 

akciğer kanserine neden olduğu bildirilmiştir (Garner 2004; Costa et al. 2005). Redoks 

aktif bir metal olan nikel peroksidasyona karşı koruyucu hücresel antioksidan savunma 

mekanizmalarına zarar verir (Athar et al. 1987; Misra et al. 1990). Nikel hücrede ROT 

üretimini ve lipid peroksidasyonunu arttırarak redoks dengeyi bozar ve bunun 

sonucunda hücresel proteinlere zarar verir. Ayrıca, süperoksit dismutaz, Fe(II)/alfa-



10 

 

ketoglutarat (alphaKG)-bağımlı hidroksilaz, maya hekzokinaz, horseradish peroksidaz 

ve mikrozomal epoksit hidrolaz enzimlerini inhibe eder (Shainkin-Kestenbaum et al. 

1991; Mahmoudi et al. 2003). 

Civa (Hg): Civa besin zinciri ile insanlara taşınabildiği ve zararlı etkiler 

gösterebildiğinden dolayı önemlidir. Civa inorganik form olarak balık tarafından 

alınabilir. Fakat bunun temel yolu sedimentteki bakteriyel etkilerle metilleştirilmiş olan 

civanın absorbsiyonudur (Lloyd 1992). Civa, ölüme, zayıf gelişmeye ve balıkların 

embriyo, larva ve genç dönemlerinde büyümenin azalmasına sebep olabilir (Gül vd 

2004). Fabrikalardan atılan civa, sedimentte mikroorganizmalar tarafından metil civaya 

(CH3Hg
++

) dönüşür ve çok toksik olan bu bileşik biyobirikim ve besin zinciri ile 

insanlara ulaşır (Beğenirbeş 2002). Ağır metallerden kaynaklanan gıda zehirlenmeleri 

çok nadir görülmekle birlikte, bu durum genelde çevresel kirlenmeden sonra meydana 

gelmektedir. Böyle bir çevresel kirlenmenin en iyi bilinen örneği 1932–1955 yılları 

arasında Japonya’da meydana gelmiştir. 1932'den itibaren, Japonya'da Chisso's 

kimyasalları tarafından civa içeren lağım Minimata sahiline serbest bırakılmıştı ve bu da 

civanın deniz ürünlerinin vücudunda birikmesine sebep olmuştu. Daha sonra burada 

yaşayan halkta civa zehirlenmesi gözlenmiş ve bunun nedeni olarak civa ile kirlenmiş 

balıkların tüketimi gösterilmişti. 1950'lerde bu bölgede toplam 500 ölüm vakası 

kaydedildi. Bu olaydan sonra; Japonya, endüstri dünyasının en katı çevresel kanunlarını 

çıkardı ve hastalık da Minimata sendromu olarak literatüre geçmiş oldu (Anonim 2009). 

Ağır metallerin olumsuz etkilerinden biri de oksidatif reaksiyonları katalizleme ve 

böylece ROT oluşumuna neden olmasıdır. ROT’lar; süperoksit, singlet oksijen, hidrojen 

peroksit ve hidroksil radikallerinden oluşmaktadır. ROT’lar oldukça yüksek reaktif 

bileşikler olup DNA, protein ve lipid gibi önemli biyolojik moleküllerin oksidasyonuna 

ve işlevlerinin bozulmasına neden olur (Yu 1994). ROT’un zararlı etkileri antioksidan 

savunma sistemleri tarafından nötralize edilmektedir. Sağlıklı bir hücrede metabolik 

tepkimeler sonucu oluşan reaktif radikaller ile çeşitli savunma mekanizmaları ile 

oluşturulan antioksidan molekül düzeyi arasında fizyolojik bir denge söz konusudur 

(Finkel and Holdbrook; Smith et al. 2004). Bu dengenin oksidanlar yönünde bozulması 
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oksidatif stres olarak tanımlanır (Sies 1997). Bu durum da hücre işlevlerinin bozulması, 

apoptoz veya nekrozla sonuçlanabilir. Dolayısıyla, antioksidan savunma sistemlerinin 

işlevselliği ve oksidanlar/antioksidanlar dengesinin sağlanması hücre için yaşamsal 

öneme sahiptir (Nordberg and Arner 2001). 

Daha yüksek omurgalılarda olduğu gibi balıklarda da antioksidan savunma sistemleri; 

hem süperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glukoz 

6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) gibi enzimatik olan hem de glutatyon, spesifik proteinler 

(serum albumin, transferin, seruloplazmin) ve vitaminler (Vitamin C ve E, 

karotenoidler) gibi enzimatik olmayan iki savunma mekanizması tarafından 

gerçekleştirilmektedir. Bu savunma sistemleri tüm dokular gibi kanında önemli bir 

savunma sistemini oluşturmaktadır. Antioksidanlar, ROT oluşumunu önleyerek ya da 

ROT’ları etkisiz hale getirerek etkilerini göstermektedir (Benzie 2000). Kirleticilerin 

etkisine yanıtta antioksidan sistem aktivasyonu çeşitli balık türlerinde belirlenmiştir 

(Filho 1996; Hai et al. 1997; Ahmad et al. 2000). Enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidan sistemler, metal iyonları tarafından oluşturulan oksidatif strese karşı 

biyolojik savunmada önemli roller oynamaktadır (Lopes et al. 2001). Balıklarda 

oksidatif stres biyomarkırları özellikle de antioksidan enzimler sulardaki kirliliğin 

indikatörleri olarak kullanılmaktadır (Pandey et al. 2003). 

Antioksidan savunma sisteminin önemli enzimlerinden biri olan glukoz 6-fosfat 

dehidrogenaz enzimi (E.C.1.1.49; G6PD) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk 

basamağını katalizleyen anahtar bir enzimdir. Bu enzim NADP
+
 varlığında glukoz 6-

fosfatın, 6-fosfoglukonata dönüşümünü sağlar ve hücreler için son derece önemli olan 

NADPH oluşur (Lehninger et al. 1993; Keha ve Küfrevioğlu 1997). 

Canlılarda NADPH oluşumu için pentoz fosfat metabolik yolu çok önemlidir ve G6PD 

eksikliğinde NADPH önemli ölçüde azalır. NADPH’ın en önemli rolü ise okside 

glutatyonun (GSSG) indirgenmesini sağlamaktır. Bu reaksiyon GR enzimi tarafından 

katalizlenir. GSH, serbest tiyol grubu ihtiva eden bir tripeptiddir. Serbest tiyol grubu, 

proteinleri indirgenmiş halde tutarak sülfhidril tamponu görevini görür; aynı zamanda 



12 

 

hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek detoksifikasyon 

olaylarında rol alır (Yüreğir vd 1988; Keha ve Küfrevioğlu, 2004). 

 

Şekil 1.5. Glukoz 6-fosfat Dehidrogenazın katalizlediği reaksiyon 

G6PD enziminin klinik önemi: G6PD eksikliği oksidan ajanların detoksifiye 

edilmemesi sonucu oluşan, hemolitik anemi ile karakterize genetik bir hastalıktır. G6PD 

eksikliği, insanlarda en sık görülen ve hastalığa neden olan bir enzim anomolisidir ve 

dünyada 200 milyondan fazla kişiyi etkilemektedir. Bu eksiklik, en fazla Orta Doğu, 

tropikal Afrika, Asya ve Akdeniz Bölgesi’nde görülür. Bu X kromozomuna bağlı enzim 

eksikliği G6PD’yi kodlayan gendeki 400’den fazla farklı mutasyonun neden olduğu bir 

grup eksikliktir. Bu mutasyonların sadece bazıları klinik bulgulara neden olur. G6PD 

eksikliği olan kişilerin çoğunun hayat süreleri kronik hemolizden kaynaklanan 

komplikasyonlar nedeniyle kısalır. G6PD eksikliğinin bu olumsuz etkisi yaşamdaki bir 

avantaj ile dengelenmiştir. Bu da mutasyonlu kadın taşıyıcılarda, falsiparum malaria 

(sıtma)’ya karşı direncin artmış olmasıdır. G6PD aktivitesinin azalması, hücrenin 

NADPH oluşturma yeteneğini bozar. NADPH ise redükte glutatyon havuzunun 

sürdürülmesi için mutlaka gereklidir. Bunun sonucunda, hücre içinde oluşan serbest 

radikallerin ve peroksitlerin hücresel detoksifikasyonlarında azalma olur. Glutatyon, 

hemoglobin dahil, proteinlerin sülfidril gruplarının redükte durumda kalmalarına da 

yardımcıdır. Bu sülfidril grupların oksidasyonu sonucunda denatüre proteinler oluşur. 

Bunlar da çözünmez kütleler oluşturarak eritrositlerin membranlarına tutunurlar. 

Membran proteinlerinin daha ileri oksidasyonu ile eritrositler rijit ve deforme edilemez 

hale gelirler. Böylece eritrositler dolaşımdan, karaciğer ve dalak makrofajları tarafından 

uzaklaştırılırlar. G6PD eksikliği kişinin tüm hücrelerinde olmasına rağmen eritrositlerde 

daha ağır seyreder. Çünkü eritrositlerde NADPH üreten tek yol pentoz fosfat yoludur. 

Diğer dokular glutatyonu indirgenmiş halde tutabilmek için alternatif NADPH üretim 

kaynaklarına sahiptir (Champe and Harvey 2007). 
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Glutatyon redüktaz (Glutatyon; NADP
+
 oksidoredüktaz, E.C: 1.8.1.7: GR) 

flavoenzimlerin piridin-nükleotid disülfit oksidoredüktaz ailesinin bir üyesidir. Bu 

enzim glutatyon disülfiti (GSSG), indirgenmiş glutatyona (γ-L-glutamil-L-sisteinil 

glisin; GSH), NADPH yada NADH’ı bir indirgeyici ajan gibi kullanarak indirgenmesini 

katalizler (Müller 1992; Gül et al. 2000). 

 

Şekil 1.6. Glutatyon redüktazın katalizlediği reaksiyon 

GR enzimi, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesi sırasında GPx 

enzimi tarafından GSSG’nin indirgenmesi reaksiyonunu katalizler. Böylece 

organizmada sınırlı miktardaki GSH tekrar kullanıma hazır hale gelmiş olur. Fakat bu 

reaksiyonun gerçeklesmesi için NADPH’a gereksinim duyulmaktadır. Gerekli olan 

NADPH pentoz fosfat yolundan elde edilir. Burada G6PD enzimi ile GR enzimi 

arasındaki ilişki ortaya çıkar. G6PD enziminin çalısmaması, NADPH üretimini; 

NADPH miktarının azalması GR enziminin işlerliğini; GR aktivitesinin düşmesi de 

GSH oluşumunu etkiler (Akkuş 1995; Ciftci et al. 2000; Keha ve Küfrevioğlu 2004). 

GR enzimi daha çok sitozole lokalize olmuş dimer yapıda bir enzimdir. Her bir alt 

ünitesinde birer flavin adenin dinükleotid (FAD) bulunmaktadır. NADPH, FAD’i 

indirgemekte, FAD’deki elektronlar da okside glutatyondaki disülfür köprüsüne 

aktarılmaktadır. GR aktivitesi, NADPH kullanılarak GSSG’nin GSH’a indirgenmesi 

sırasında NADPH’ın oksidasyonunun spektrofotometrik olarak izlenmesi ile belirlenir. 

GR enzimi hücre içi GSH/GSSG oranını yükselterek özellikle eritrositleri hemolizden 

korur (Akkus 1995; Mullineaux et al. 1996; Lamotte et al. 2000; Reed 2001; Keha ve 

Küfrevioğlu 2004; Bülbül and Erat 2008). Anlaşıldığı gibi hücre ortamındaki 

GSH/GSSG oranını dengede tutmak GR enziminin katalizlediği reaksiyonun en önemli 

hedeflerinden biridir. Bu oran kırmızı kan hücrelerinde yaklaşık olarak 500/1’dir. 

Eritrositlerde GSH eksikliği zorunlu metabolik işlemlerin ciddi bir şekilde bozulmasıyla 

sonuçlanır ve bu durum hemolize yol açar. Bu nedenle pentoz fosfat yolunun etkin 

olarak çalışabilmesi için 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimiyle beraber bu yolun 
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enzim aktivitelerinin yeterli miktarda olması gerekir (Montgomery 1996; Keha ve 

Küfrevioğlu 2004). 

 

Şekil 1.7. Glutatyon redüktaz enziminin reaksiyonları 

GSH, ilaç ve detoksifikasyonu ve hidrojen peroksitlerin uzaklaştırılması 

reaksiyonlarında önemli bir role sahiptir. Bu rol özellikle karaciğerde çok önemlidir. 

Çünkü detoksifikasyon olayı karaciğer mikrozomlarında bulunan sitokrom P-450 

sistemi tarafından gerçekleştirilir. Bu sistemin işleyişinde oksijen molekülüne yeterli 

miktarda elektron aktarılmazsa süperoksit radikali (O2
-
) veya peroksit (H2O2) oluşur. 

Hücrede bu zararlı iyonları zararsız hale getirecek sistem mevcuttur. SOD ve CAT 

enzimleri, hücrede oksidatif strese sebep olan süperoksit radikali ve peroksitin suya 

dönüşmesine sebep olarak hücre membranı proteinlerinin hasar görmesini önlerler. Bu 

enzimlerin fonksiyonu askorbik asit, GSH ve K vitamini tarafından güçlendirilir. GR 

enzimi klinik kimyada karaciğer ve kanser hastalıklarının belirlenmesinde, beslenmede, 

riboflavin yetersizliğinin ölçümünde ve bazı genetik eksikliklerin belirlenmesinde 

kullanılmaktadır (Beutler 1969). Ayrıca antioksidan savunma sisteminin önemli bir 

bileşeni olan GR hücrede serbest radikallerin lipid, protein ve DNA üzerinde 
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oluşturduğu zararlı etkilerden korur. Hücrede GR ve GSH eksikliği oksidatif hasara yol 

açarak Alzheimer, Parkinson, karaciğer ve akciğer hastalıkları, kistik fibrozis, orak 

hücreli anemi, HIV, AIDS, kanser, ateroskleroz, felç, şizofreni, epilepsi ve diyabet gibi 

birçok hastalığa neden olur (Townsend et al. 2003; Wu et al. 2004). 

Örneğin: Malarya yaygın olarak Afrika ve Asya’nın tropikal bölgeleri, Orta-Doğu ve 

Akdeniz’in bazı bölgelerinde görülen yaklaşık olarak 600 milyondan fazla sayıda insanı 

etkileyen bir bulaşıcı hastalıktır. Antimalaryal tedavilere gösterilen direnç sebebiyle 

ölüm oranı son yıllarda artış göstermiştir. Malarya hastalığına neden olan Plazmodyum 

parazitleri reaktif oksijen türlerine karşı korunmak için antioksidan sisteme ve özellikle 

glutatyona ihtiyaç duyarlar. Glutatyon, oksidatif hasara karşı paraziti koruyarak hayatta 

kalmasını sağlar. GR glutatyonun indirgenmesini katalizleyen enzimdir bu nedenle 

malaryal parazitler için yaşamsaldır. Enzim aktivitesinin kaybına neden olan GR 

inhibitörleri malarya hastalığına ve ilaç direncine karşı kullanılmaktadır. Antioksidatif 

sistemdeki rolü nedeniyle GR antimalaryal ilaç araştırmalarının hedef enzimi olarak 

görülmektedir (Ereser 2010). 

Yukarıda görüldüğü üzere sucul ortamlarda çeşitli faktörler sonucu bulunan ağır 

metallerin yol açtığı kirlilik sonucu sucul ortamlar, canlılar için zararlı bir ortam haline 

gelmekte ve canlının hastalanmasına hatta ölmesine neden olmaktadır. Sucul ortamda 

bulunan bu ağır metaller besin zinciri yoluyla canlılarda birikmekte ve insana kadar 

ulaşmaktadır. Son yıllarda sucul ortamdaki kirliliklerin etki mekanizmasının 

aydınlatılmasına yönelik toksikoloji çalışmalarında moleküler yöntemlerin kullanılması 

en çok tercih edilen metotlardan biridir. Dolayısıyla toksikoloji ile ilgili yapılan 

çalışmalarda kirletici ve kimyasalların sucul organizmaların dokularına olan etkisinin 

moleküler olarak belirlenmesi büyük önem arz etmektedir (Atabeyoğlu 2011). 

Dünyada omurgalı hayvanların %42'sini oluşturan balıkların 40.000 civarında türü 

olduğu, bu sayının %40 gibi büyük bir bölümünü sazangilIerin (Cyprinidae) 

oluşturduğu ileri sürülmektedir (Çelikkale 1991). Cyprinidae familyasına mensup 

Capoeta genusu Güney Çin, Kuzey Hindistan, Afganistan, Türkistan, Aral Gölü, 
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Ortadoğu ve Anadolu'yu içermekte olup çok geniş bir coğrafyada dağılış 

göstermektedir. Memleketimizin iç sularında 5 türü (Capoeta capaeta, Capoeta trutta, 

Capoeta barroisi, Capoeta pestai, Capaeta tinca) ve 6 alt türü (Capaeta capoeta 

sieboldi, Capoeta capoeta umbla, Capoeta capoeta bergama, Capoeta capoeta 

kasswigi, Capoeta capoeta angorae ve Capoeta capoeta capoeta) yaşadığı 

bildirilmektedir (Kuru 1975a; Geldiay ve Balık 1996). 

Türkiye iç su varlığı yönünden dünya ortalamasının altında olmasına karşın, bulunduğu 

bölge itibari ile zengin sayılabilecek kaynaklara sahiptir. Doğu Anadolu Bölgesi ise bu 

bakımdan daha şanslı bir bölgedir. Mevcut iç su potansiyelinin %35’i ve tür 

zenginliginin %20’sine sahiptir (Akyurt vd 1990). Bölgedeki mevcut türlerin yalnızca 

bir kaçı ekonomik anlamda avlanma kompozisyonuna girmekte (alabalık, inci kefali, 

yayın, aynalı sazan, siraz (C. c. umbla), karabalık (C. trutta) gibi) diğer türler üzerinde 

ciddiyetle durulmamaktadır. Mevcut türlerin üretim potansiyelleri ve ekonomik 

değerleri yanı sıra, ekolojik bakımdan önemleride dikkate alındığında bütün türlerin 

çalışılmasının zorunluluğu ortaya çıkmaktadır. Bununla beraber gelecekte hangi 

balıkların daha stratejik noktalarda kullanılabileceği de henüz bilinmediğinden biyolojik 

zenginliklerimizin bir bütün olarak ele alınıp çalışılması kaçınılmaz olmaktadır (Güneş 

2007). 

C. trutta ve C. c. umbla, başta Fırat ve Dicle nehir sisteminde olmak üzere Hazar gölü, 

Murat nehri, Karasu, Munzur suyu, Haman suyu, Batman suyu gibi Doğu ve 

Güneydoğu Anadolu Bölgesindeki birçok akarsu ve göllere yayılmıştır (Geldiay ve 

Balık 1996; Atay 1987). Avcılığı yapılan ve ekonomik öneme sahip C. trutta ve C. c. 

umbla’nın sistematikteki yeri Çizelge 1.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 1.2. C. c. umbla ve C. trutta’nın sistematikteki yeri (Ekingen 1988). 

 C. c. umbla C. trutta 

Alem Animalia Animalia 

Alt alem Metazoa Metazoa 

Şube Chordata Chordata 

Alt şube Vertebrata Vertebrata 

Üst sınıf Pisces Pisces 

Grup Gnathostomata Gnathostomata 

Sınıf Osteichthyes Osteichthyes 

Alt sınıf Actinoperygii Actinoperygii 

Takım Cypriniformes Cypriniformes 

Alt takım Cyprinoidei Cyprinoidei 

Aile Cyprinidae Cyprinidae 

Cins Capoeta Capoeta 

Tür Capoeta capoeta C. trutta (Heckel, 1843) 

Alttür C. c. umbla (Heckel, 1843)  

C. c. umbla’nın belirgin özellikleri şunlardır; D III-IV/(8) 9-10; A III/5; L. Lateral 73-

92 şeklindedir. Vücut silindirik ve nispeten yanlardan basık, vücut uzunluğu (C. hariç) 

maksimum vücut yüksekliğinin 4,0-4,4 katıdır. Vücut genellikle küçük pullarla 

örtülüdür. Bir çift bıyıkları olup, baş sivri, burun basık, ağız büyük, üst dudak iyi 

gelişmiş ve alt dudak ise hiç gelişmemiştir. Dudaklar boynuzsu yapıdaki sert deri ile 

örtülüdür. Solungaç dikenleri 17-19 tanedir. Dorsal yüzgeçteki dallanmamış son 

kemiksi ışın çok kuvvetli, fakat ucu oldukca incedir (Kuru 1975b). Kuyruk yüzgeci orta 

derecede çatallı ve yüzgeç loplarının kenarları sivri değildir. Diğer yüzgeçlerin serbest 

kenarları düze yakın dış bükeydir. Renk sırtta koyu esmer, yanlarda kahverengi, sarı, 

karın bölgesi çoğu zaman kirli beyaz görünüm olup periton ise daima siyah renklidir 

(Çoban 2010). C. c. umbla’nın en önemli özelliğinden biri de farinks dişlerinin 4.3.2-

2.3.4 şeklinde üç sıralı olmasıdır. Bu balığın eti kılçıklı olmasına rağmen bölgesel 

olarak avlanılmakta ve sevilerek tüketilmektedir. Diğer alttürlerden basık burun, geniş 
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ağız ve dorsal yüzgecin kuvvetli bir şekilde dallanmış ışınları sayesinde ayrılır 

(Çelikkale 1988). 

C. trutta’nın belirgin özellikleri şunlardır; vücut yanlardan yassılaşmış ve yüksek yapılı 

olup, orta büyüklükteki pullarla örtülüdür. Baş boyu maksimal vücut yüksekliğinden 

daima küçüktür ve standart boyda 4,5-5 defa vardır. Ağız küçük ve ventral konumlu 

olup, köşelerinde bir çift kısa bıyık taşır. Dorsal yüzgecin sonuncu kemik ışınının çok 

fazla gelişmiş olması bu türü diğerlerinden kolaylıkla ayırır. Çünkü bu ışın gayet iyi 

kemikleşmiş olup, posteriyor kenarı boyunca çok kuvvetli dişler taşır ve uzunluğu 

yumuşak ışınların yaklaşık iki katına eşittir. Renk sırtta koyu iken yanlarda ve karın 

altında gri-kahverengiye dönüşür. Uzunluğu 50 cm kadar olabilir (Geldiay ve Balık 

2007). 

Bu çalışmamızda ülkemiz içsularında yoğun şekilde bulunan ve avlanarak insanlar 

tarafından tüketilen, ekonomik değeri olan C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve 

solungaç dokularından G6PD ve GR enzimlerinin saflaştırılması amaçlanmıştır. Ayrıca, 

saflaştırma işlemlerinin ardından doğada sıklıkla bulunan bazı ağır metallerin enzimler 

üzerine inhibisyon etkileri incelenmiştir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Ülkemizde C. trutta ve C. c. umbla ile ilgili birçok çalışma yapılmıştır (Köprücü ve 

Özdemir 2003; Altun 2008; Kalkan 2008; Dağlı ve Erdemli 2009; Patır vd 2009; Eroğlu 

2011; Kırıcı vd 2013b). Bu çalışmalar kısaca şunlardır; yaş-boy ilişkisi, yaş-ağırlık 

ilişkisi, boy-ağırlık ilişkisi, eşeysel olgunluk ve üreme zamanı, taksonomik özellikleri, 

et verimi ve organları arasındaki ilişki, besin analizleri, yaş tayinleri, mide muhteviyatı 

ve ağır metal analizleri şeklindedir (Celayir 2007). 

Literatürde, C. trutta ve C. c. umbla ile ilgili birçok çalışma bulunmasına rağmen, 

enzim saflaştırmasıyla ilgili tek çalışma Kırıcı vd (2012) yaptıkları çalışma olarak tespit 

edilmiştir. Bu çalışmada Kırıcı vd. 2012 yılında C. c. umbla solungaç dokusundan 

karbonik anhidraz (CA) enzimini saflaştırmışlar ve bazı metallerin (Ni
+2

, Cd
+2

, Pb
+2

 ve 

Fe
+3

) bu enzim üzerine etkilerini incelemişlerdir. Çalışma sonucunda Ni
+2

, Cd
+2

, Pb
+2

 ve 

Fe
+3

 metallerinin enzimi inhibe ettiğini belirlemişlerdir. Fe
+3

, Cd
+2

, Pb
+2

 ve Ni
+2

 

metallerinin, IC50 değerlerini sırasıyla 0,136, 0,191, 0,289 ve 0,924 mM olarak; Ki 

değerlerini de sırasıyla 0,105, 0,094, 0,158 ve 0,207 mM olarak tespit edilmişlerdir. 

Bununla beraber, Fe
+3

, Cd
+2

, Pb
+2

 metallerini yarışmalı inhibisyon, Ni
+2

 metalini ise 

yarışmasız inhibisyon olarak belirlemişlerdir. 

G6PD ve GR enzimlerinin saflaştırılmasında diğer enzim saflaştırma yöntemlerinde 

olduğu gibi ağırlıklı olarak kromatografik yöntemler kullanılmaktadır. G6PD ve GR 

enzimlerinin saflaştırılmasında en çok kullanılan teknik afinite kromatografisidir. 

Afinite kromatografisi, matrikse kovalent olarak bağlı spesifik bir liganda 

biyomoleküllerin tersinir olarak tutunması prensibine göre çalışır. Ayrıca saflaştırma 

için iyon değişim kromatografisi, hidrofobik etkileşim kromatografisi ve jel filtrasyon 

kromatografi teknikleri de kullanılmıştır. G6PD ve GR için en çok afinite 

kromatografisi kullanılmakla beraber, birkaç tekniğin birlikte kullanılmasıyla yapılan 

saflaştırma çalışmaları da bulunmaktadır. Örneğin; bir alg türü olan Spirulina 

maxima’dan amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-selüloz üzerinde iyon değişim 
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kromatografisi ve 2',5'-ADP Sepharose 4B üzerinde afinite kromatografisi uygulanmış 

ve 1300 kat saflaştrma yapılmıştır (Mannervik et al. 1976; Altun 2010). 

Pentoz fosfat yolunun ilk ve düzenleyici enzimi olan G6PD enzimi 1931 yılında 

Warburg ve Christian tarafından at eritrositlerinde keşfedilmiş olup, bu enzime o 

zamanlarda “Zwischenferment” adı verilmiştir (Warburg and Christian 1931). Enzim 

saf olarak ilk kez 1936 yılında Brewers mayasından Noltmann, Gubler ve Kuby 

tarafından kristal yapıda elde edilmiş (Noltmann et al. 1961; Yue et al. 1969), daha 

sonra diğer memeli eritrositlerinde keşfedilmiştir (Hauschild et al. 2003). 

1966 yılında G6PD enzimi, Yoshida tarafından insan eritrositlerinden homojen halde ve 

en yüksek saflık derecesine sahip olarak (258.000 kat) saflaştırılmış ve spesifik 

aktivitesi 750 U/mg protein olarak bulunmuştur. Yoshida’ya göre G6PD enzimi en aktif 

durumda hekzamer yapıya sahiptir (Yoshida 1966). Daha sonraki yıllarda, çeşitli 

mikroorganizma, bitki ve hayvanlardan bu enzimin izolasyonu ve kinetik parametreleri 

üzerine çalışmalar yapılmış, enzime ait moleküler, katalitik ve düzenleyici özelliklerine 

ait bilgiler elde edilmiştir. 

G6PD enzimi, Warburg ve Christian tarafından at eritrositlerinde keşfedildiği 1931 

yılından günümüze kadar çeşitli canlı dokularından saflaştırılmış ve saflaştırılan 

enzimin bazı kinetik özellikleri incelenmiştir. Bu enzimin saflaştırıldığı bazı canlılar: 

G6PD enziminin saflaştırıldığı insan dokuları; eritrositler (Yoshida 1966; Çiftçi et al. 

2000; Büyükokuroğlu ve Süleyman 2001; Özmen et al. 2005), trombositler, beyin, 

böbrek ve karaciğerden (Cho and Joshi 1990) ve plasentadan (Kahler and Kirkman 

1983; Aksoy 1992) saflaştırılmış ve bu dokularda bulunan enzimin bazı kinetik 

özellikleri incelenmiştir. 

G6PD enziminin saflaştırıldığı hayvan dokuları: koyun eritrositleri ve göz lensinden 

(Beydemir 2002), sığır eritrositlerinden, adrenal korteksinden, lensinden (Yoshida 1970; 

Ulusu et al. 1999), tavşan beyin korteksinden, ince bağırsağından, eritrositleri ve 
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retikülositlerinden (Oertel and Benes 1972; Reilly and Allred 1995), tavşan karaciğer 

mikrozomundan ve kemik iliğinden (Chilla et al. 1973), laktasyondaki sıçan meme 

bezlerinden (Criss and McKerns 1968), domuz beyni, ince bağırsağı ve karaciğerinden 

(Cho and Joshi 1990; Velasco et al. 1994; Tappia et al. 1998), tavuk karaciğerinden 

(Erat 2005), fare böbrek ve karaciğerinden (Corpas 1995), köpek karaciğerinden 

(Ninfali et al. 2001), sıçan karaciğeri ve beyninden (Jeffery et al. 1989; Capellaci et al. 

2001), kaz eritrositlerinden (Beydemir et al. 2003), farklı metodlarla saflaştırılarak 

kinetik özellikleri incelenmiştir. 

G6PD enziminin saflaştırıldığı bitkiler: bezelye yapraklarından (Fickenser and Schiebe 

1986), maydanoz yapraklarından (Coban et al. 2002), ıspanaktan (Schnarrenberger et al. 

1973; Lendzian 1980), mısır yapraklarından (Valenti 1984), soya fasulyesi 

yapraklarından (Robinson 2000), tütün yapraklarından (Knight 2001), arpa 

yapraklarından (Semenihina 2001), patatesten (Wendt et al. 2000), buğday germinden 

(Mirfakhrai and Auleb 1989), arpa ve arpa köklerinden (Esposito et al. 2003; Esposito 

et al. 2005), soya fasulyesi yumrularından (Hutchings et al. 2005), fındık (Corylus 

avellana L.) kotiledonlarından (Gossling and Ross 1979), şeftaliden (Wei-Fu et al. 

2007) farklı metodlarla saflaştırılarak çeşitli kinetik özellikleri incelenmiştir. 

G6PD enziminin saflaştırıldığı mikroorganizmalar: Aspergillus aculetaus’tan (Ibraheem 

et al. 2005), Trypanoma brucei’den (Heise and Opperdoes 1999), Aspergillus niger ve 

Aspergillus nidulans’tan (Wennekes et al. 1993), Acetobacter hansenii’den 

(Acetobacter xylinum) (Levy and Cook 1991), Pseudomonas multivorans’tan (Wyk and 

Lessie 1974), Pseudomonasaeruginosa’dan (Lessie and Neidhart 1967), Escherichia 

coli’den (Bowman et al. 1967; Sanwal 1970), Drosophila melanogaster’den (Ganguly 

et al. 1985), Actinobacillus actinomycetemcomitans’tan (Shan and Andrews 1994), 

çeşitli metodlarla saflaştırılmıştır. 

G6PD enzimi birçok balık dokusundan da saflaştırılmış olup çeşitli kinetik özellikleri 

incelenmiştir. Bu çalışmalar; Çiltaş et al. (2003) yaptıkları çalışmada 2’,5’-ADP 

Sepharose 4B afinite kromatografisi metodunu kullanarak gökkuşağı alabalığı 
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eritrositinden G6PD enzimini saflaştırmışlar ve in vitro ve in vivo olarak Kloramin-T ve 

CuSO4’ün alabalık eritrositindeki G6PD enzimi üzerine etkilerine bakmıştırlar. Çalışma 

da enzim, %70,38 verimle 1,319 kat saflaştırılmıştır. Bununla beraber spesifik aktivite 

14,51 EU/mg protein olarak bulunmuştur. In vitro olarak yapılan çalışmada Kloramin-T 

ve CuSO4 enzimi inhibe ederken, in vivo çalışmada, CuSO4 enzimi inhibe etmiş, 

kloramin-T enzimi ise inhibe etmemiştir. 

Çiltaş et al. (2004) yaptıkları başka bir çalışmada gökkuşağı alabalığı eritrositinden 

G6PD enzimi saflaştırarak, hipotermia, tranquil ve MS 222 maddelerinin G6PD enzimi 

üzerine in vivo etkilerini incelenmişlerdir. Çalışma sonucunda hipotermia, tranquil ve 

MS-222 maddeleri G6PD enzimini inhibe ettiği tespit edilmiştir. 

Erdoğan et al. (2004) 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi metodunu 

kullanılarak gökkuşağı alabalığı eritrositinden G6PD enzimini saflaştırmıştır. Yaptıkları 

çalışmada gökkuşağı alabalığı eritrositinden saflaştırılan G6PD enzimi üzerine in vitro 

olarak bazı antibiyotiklerin (thiamphenicol, amikacin, gentamicin ve netilmicin) etkisini 

incelemiştirler. In vitro olarak uygulanan tüm antibiyotikler enzimi inhibe etmiştir. 

Erdoğan et al. (2005) benzer metodla gökkuşağı alabalığı eritrositinden G6PD enzimini 

%60 verimlilikle, 1600 kat olarak saflaştırmış ve spesifik aktivite 16,7 EU/mg protein 

olarak bulunmuştur. Saflaştırma sonucunda, amonyak ve ürenin in vivo ve in vitro 

olarak G6PD enzimine etkisi incelenmiştir. Hem in vivo hemde in vitro çalışma 

sonucunda amonyak ve ürenin enzimi inhibe ettiğini belirlemişlerdir. 

Beydemir et al. (2005) yaptıkları çalışmada gökkuşağı alabalığı eritrositinden G6PD 

enzimi saflaştırılmış ve in vivo ve in vitro olarak melatoninin enzim üzerine etkisini 

incelemişlerdir. In vitro çalışmada melatoninin 0,22 mM konsantrasyonuna kadar enzim 

aktivitesinin yükseldiği, 0,22 mM’ dan yüksek konsantrasyonlarda ise inhibisyonun 

arttığı görülmüştür. In vivo çalışmada ise, başlangıçta enzim aktivitesi 8,33± 1,13 EU/g 

olarak belirlenmiştir. 10 mg/kg melatoninin injeksiyonundan 3 saat sonra enzimin 

inhibe olduğunu belirlemişlerdir. 
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Bir diğer araştırmada Şentürk et al. (2009) in vivo ve in vitro olarak bazı pestisitlerin 

(deltamethrin, cypermethrin ve propoxur) gökkuşağı alabalığının eritrositinde G6PD 

enzimine etkisini incelemişlerdir. In vitro çalışmada saflaştırma, homojenatın 

hazırlanması, amonyum sülfat çöktürmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite 

kromatografisi yöntemleri ile gerçekleştirilmiştir. Enzim %63 verimlilikle, 1691 kat 

saflaştırılmış ve spesifik aktivite 16,235 EU/mg protein olarak tespit edilmiştir. 

Cypermethrin ve propoxur, in vitro çalışmada enzimi inhibe etmiştir. Fakat deltamethrin 

hem in vivo hem de in vitro olarak enzimi inhibe etmiştir. 

Çam (2011), çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer ve solungaç dokularından G6PD 

enzimini saflaştırmıştır. Saflaştırmayı, homojenatın hazırlanması, amonyum sülfat 

çöktürmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yöntemleri ile 

gerçekleştirmiştir. Çipura karaciğer ve solungaç dokuları için tüm saflaştırma işlemleri 

boyunca %verim ve saflaştırma kat sayıları sırasıyla %54,6, %52,2,1864,3 ve 283,0 

olarak tespit etmiştir. Enzimlerin saflığını kontrol etmek için SDS-PAGE yapmış ve tek 

bant elde etmiştir. Ayrıca bu çalışmada; çipura karaciğer G6PD enzimi üzerinde Ag
+
 ve 

Ni
+2

 metallerin inhibisyon etkisi gösterdiği, Co
+2

, Al
+2

 ve Cu
+2

 metallerinin ise çipura 

karaciğer G6PD enzimi aktive ettiği bulunmuştur. Bununla birlikte solungaç G6PD 

enzimi üzerine Zn
+2

, Ni
+2

, Cd
+2

, Ag
+
, Cu

+2
, Al

+3
 metallerinin inhibisyon etkisi 

gösterdiği Fe
+3

 metalinin ise enzimi aktive ettiği belirlenmiştir. 

Çomaklı et al. (2013), gökkuşağı alabalığı karaciğerinden G6PD enzimini %77 

verimlilikle, 1444 kat saflaştırmışlardır. Çalışmada saflaştırma işlemi 2’,5’-ADP 

Sepharose 4B afinite kromatografisi metodu ile yapılmıştır. Enzimin optimum pH, 

stabil pH, optimum sıcaklık ve optimum iyonik şiddeti belirlenmiştir. Ayrıca çalışmada, 

Ag
+
, Tl

+
, Co

+2
 ve As

+5
 metal iyonlarının enzime in vitro olarak etkisine bakılmıştır. 

Çalışma sonucunda, Ag
+
, Co

+2
 ve As

+5
 metal iyonlarının IC50 değerleri sırasıyla, 

0,0044, 0,084 ve 4,058 mM olarak belirlenirken, Ki değerleri sırasıyla 0,0052± 0,00042, 

0,087± 0,0157 ve 4,833± 1,753 mM olarak tespit edilmiştir. 
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Hu et al. (2013), Ot Sazanı (Ctenopharyngodon idella) hepatopankreasından G6PD 

enzimini 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve DEAE Sepharose Fast Flow 

iyon değişim kromatografisi metodlarını kullanarak saflaştırmıştır. Enzim, %19,5 

verimlilikle, 1,066 kat olarak saflaştırılmış ve spesifik aktivite 18 EU/mg protein olarak 

belirlenmiştir. Ayrıca çalışmada bazı metallerin enzim üzerine IC50 ve Ki değerleride 

incelenmiştir. Zn
+2

, Mn
+2

, Al
+3

, Cu
+2

 ve Cd
+2

 metallerinin IC50 değerleri sırasıyla 0,42, 

0,54, 0,94, 1,20 ve 4,17 mM olarak tespit edilmiştir. Bununla beraber çalışmada Zn
+2

, 

Al
+3

, Cu
+2

 ve Cd
+2

 metallerinin Ki değerleri sırasıyla 0,52, 1,12, 0,26 ve 4,8 mM olarak 

belirlenmiştir. 

GR enzimi ile ilgili çalışmalar 1935 yılında Meldrum ve Tarr tarafından kanda GSSG’ 

nin indirgenmesinin ve NADPH’ nın bu sistemde kofaktör olduğunun deneysel olarak 

saptanması ile başlamıştır (Meldrum and Tarr 1935). GR enzimi ilk defa 1951’de 

tanımlanmıştır. GR ilk olarak 1955 yılında Asnis tarafından Escherichia coli’ den 

saflaştırılmıştır (Asnis 1955). 

GR enzimi ilk olarak saflaştırıldığı 1955 yılından günümüze kadar pek çok 

mikroorganizma, bitki ve hayvan dokusundan saflaştırılmış, yapısal ve karakterizasyon 

özellikleri belirlenmiştir. İnsan eritrositlerden (Worthington and Rosemeyer 1976; Erat 

2004; Erat and Çiftçi 2006; Şentürk et al. 2008; Akkemik et al. 2011), dana 

karaciğerinden (Carlberg and Mannervik 1981), buzağı karaciğerinden (Le Trang et al. 

1983), sığır böbrek korteksinden (Ereser 2010), sığır eritrositinden (Erat et al. 2003), 

sığır karaciğerinden (Ulusu and Tandoğan 2007), hindi karaciğerinden (Taşer and Çiftçi 

2012), koyun beyninden (Açan and Tezcan 1989), domuz eritrositlerinden (Boggaram et 

al. 1979), sıçan böbreğinden (Can 2010), sıçan karaciğerinden (Carlberg and Mannervik 

1975; Adem and Çiftçi 2012), tavuk karaciğerinden (Erat et al. 2005), birçok 

mikroorganizmadan (Asnis 1955; Serrano and Rivas 1984; Jiang et al. 1995; Arias et al. 

2010; Yadav et al. 2013), çok sayıda bitkiden (Bielawski and Joy 1986; Halliwell and 

Gutteridge 1986; Mahan and Burke 1987; Lamotte et al. 2000; Jen Chen et al. 2009) 

saflaştırılarak özellikleri incelenmiştir.  
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Tekman (2007), gökkuşağı alabalık karaciğerinden GR enzimini saflaştırmıştır. 13,957 

EÜ/mg protein spesifik aktivitesine sahip olan GR enzimi %47,28 verimle elde etmiştir. 

Ayrıca saflaştırılan enzimin karakterizasyonunu belirlemiş ve karaciğer dokusundan 

saflaştırılan GR enzimi üzerine Hg
+2

, Cu
+2

, Fe
+3

, Al
+3

, Pb
+2

 ve Cd
+2

 metal iyonlarının 

inhibisyon etkileri incelenmiş ve IC50 değerleri sırasıyla; 0,509 mM, 0,082 mM, 0,797 

mM, 0,804 mM, 0,122 mM, 0,0655 mM olarak bulunmuştur. Ayrıca Cu
+2

 ve Cd
+2

’ nin 

enzimi yarışmalı olarak inhibe ettiği belirlenmiştir. 

Altun (2010), İnci Kefalinin (Chalcalburnus tarichi, P-1811) karaciğer ve 

eritrositlerinden GR enzimini, 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi 

metodunu kullanarak saflaştırmış ve enzimin karakterizasyonunu belirlemiştir. 

Karaciğer ve eritrosit GR enzimlerinin saflaştırılması sırasıyla 4552 ve 7619 kat olarak 

gerçekleştirmiştir. Karaciğer ve eritrosit GR enzimleri için optimum sıcaklık, pH ve 

iyonik şiddet etkisini tespit etmiştir. SDS-PAGE ile enzimlerin alt birimlerinin molekül 

ağırlıklarını 55 kDa olarak hesaplamıştır. Ayrıca İnci Kefalinin, karaciğer ve eritrosit 

GR enzim aktiviteleri için amikasin, sefazolin, ivermektin ve kanamisin ilaçlarının 

etkilerini incelemiştir. Yarışmasız inhibisyon etkisi gösteren bu ilaçlar için Ki sabitleri 

ve I50 değerlerini hesaplamıştır. 

Ekinci and Şentürk (2013) yaptıkları çalışmada gökkuşağı alabalığı karaciğerinden GR 

enzimini saflaştırarak, Co
+2

, Zn
+2

, Ca
+2

, Fe
+2

, Mn
+2

, Cr
+3

, Sn
+2

 ve Mg
+2

 metal 

iyonlarının enzim üzerine etkilerini incelemişlerdir. Çalışmada GR enzimi gökkuşağı 

alabalığı karaciğerinden %38,41 verimlilikle 1419 kat saflaştırılmış ve spesifik aktivite 

22.846 U/mg protein olarak belirlemişlerdir. Çalışma sonucunda, Co
+2

, Zn
+2

, Ca
+2

, Fe
+2

, 

Mn
+2

, Cr
+3

 ve Sn
+2

 metal iyonlarının enzimi inhibe ettiği tespit edilmiştir. Co
+2

, Zn
+2

, 

Fe
+2

 ve Cr
+3

 metal iyonlarının inhibisyon türü yarışmalı iken Ca
+2

, Mn
+2

 ve Sn
+2

 

iyonlarının inhibisyon türünü yarşmasız olarak belirlemişlerdir. 

Alak vd (2013), bir fungusit olan karboksinin gökkuşağı alabalığı karaciğerinde GR 

enzimine yaptığı etkiyi inceledikleri çalışmalarında balıkların 7 gün boyunca bu toksik 

bileşiğin 3,85 ppm’lik dozuna maruz bırakmışlar ve karaciğerlerden alınan örneklerde 
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GR enzimi ölçümü yapımışlardır. Çalışma sonucunda, karboksine maruz bırakılan 

gökkuşağı alabalıklarının karaciğerlerinde GR aktivitesinin önemli oranda (p<0,01) 

arttığı ve bu türde oksidatif strese neden olduğu belirlenmiştir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Balık materyalinin temin edildiği yer 

Balık materyali örnekleri, Bingöl İli Genç İlçesinden geçen Murat nehrinde tek 

istasyondan alındı (Şekil 3.1). Murat nehri, Doğu Anadolu'da, Van Gölü'nün kuzeyinde 

Aladağ’dan ve Muratbaşı Dağı’ndan çıkan kolların birleşmesiyle oluşan ve Batıya 

doğru hareketle Bingöl İli Genç İlçesinin kuzeyinden geçerek Keban Barajı’na akan 722 

km uzunluğunda bir nehirdir. Bingöl İli içindeki toplam uzunluğu 96 km olup Bingöl 

İlinin en önemli su kaynağından biridir. 

 

Şekil 3.1. Balık materyalinin temin edildiği istasyon 

3.1.2. Çalışmanın yürütüldüğü yer 

Murat Nehri’nde yakalanan balıklar Bingöl Üniversitesi Ziraat Fakültesi Su Ürünleri 

Bölümü Laboratuarına getirilerek böbrek, karaciğer ve solungaç dokuları çıkarıldı. 

Çıkarılan dokular -20°C’de muhafaza edildi. Soğuk zincir kuralına göre çalışmanın 

yapılacağı Atatürk Üniversitesi Fen Fakültesi Biyokimya Laboratuarına götürüldü ve 
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kullanılana kadar -20°C’de muhafaza edildi. Deneysel çalışmalar, Atatürk Üniversitesi 

Fen Fakültesi Biyokimya Laboratuarı ve Su Ürünleri Fakültesi Biyoteknoloji 

Laboratuarında yürütülmüştür. 

3.1.3. Balık materyali 

İç sularımızda bulunan ve kaliteli gıda kaynağı olarak insanlar tarafından özellikle İç 

Anadolu, Doğu Anadolu ve Güneydoğu Anadolu bölgesinde fazlaca tüketilen C. c. 

umbla (Şekil 3.2) ve C. trutta (Şekil 3.3) balıkları çalışmada kullanıldı. 

Çalışmada, Cyprinidae familyasına ait olan 46 adet C. trutta ve 50 adet C. c. umbla 

kullanıldı. Balıklar, 5 kg ağırlığında, 600 gözlü, göz açıklığı 15 mm olan el örgüsü 

serpme ağ ile avlandı. 

 

Şekil 3.2. Capoeta capoeta umbla (Orjinal) 



29 

 

 

Şekil 3.3. Capoeta trutta (Orjinal) 

3.1.4. Su materyali 

Balık materyallerinin temin edildiği istasyondan 2013 yılında her ay düzenli olarak su 

örnekleri alınarak su analizi yapıldı (Çizelge 3.1). 

Çizelge 3.1. Murat Nehri’nin bazı fiziksel ve kimyasal analiz sonuçları 
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Ocak 0,0 8,04 11,20 393 0,09 2,56 38,71 0,125 8,28 4,09 23,13 17,31 0,010 26,74 

Şubat 1,5 8,48 11,56 475 0 1,96 50,48 0,016 3,64 3,73 37,41 18,81 0,004 22,83 

Mart 3,0 7,99 12,47 321 0 2,18 42,65 0 2,41 3,95 32,21 19,74 0,001 21,85 

Nisan 5,0 8,25 10,13 225 0,04 3,13 23,38 0,075 12,68 3,64 22,66 17,39 0,003 35,63 

Mayıs 12,0 8,25 9,24 178 0,03 3,18 27,56 0,016 10,49 2,53 20,58 18,08 0,009 34,18 

Haziran 18,0 7,98 6,32 285 0 2,76 36,51 0,010 10,47 2,97 19,59 21,68 0,023 30,16 

Temmuz 21,0 7,93 5,92 421 0,005 1,56 32,60 0,330 6,36 3,51 21,27 20,11 0 27,84 

Ağustos 25,0 7,98 7,24 563 0,003 1,98 40,27 0,085 11,75 3,07 28,76 19,92 0,004 32,69 

Eylül 19,0 8,02 6,55 601 0,007 2,02 37,12 0,120 11,24 4,29 29,97 17,42 0,011 33,01 

Ekim 10,0 8,13 7,60 597 0,009 1,64 39,67 0,093 10,58 5,23 36,39 19,27 0,010 29,77 

Kasım 7,0 8,27 10,54 629 0,06 2,24 28,59 0,210 11,23 4,29 30,16 21,56 0,020 32,48 

Aralık 2,0 8,18 12,01 427 0,12 2,45 19,92 0,036 13,06 4,05 24,11 18,32 0,016 31,33 
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3.1.5. Kullanılan kimyasal maddeler 

Çalışmalarımızda kullanılan standart serum albümin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin 

(TEMED), diyaliz torbaları, β-nikotinamid adenin dinükleotid fosfat  (indirgenmiş 

form) (NADPH), β-nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (okside form) (NADP
+
), 

okside glutatyon (GSSG), indirgenmiş glutatyon (GSH) ve etilendiamintetraasetikasit 

(EDTA) Sigma Chemical Comp.’den; triklor asetik asit, sodyum hidroksit, 

trihidroksimetilaminometan (Tris),  amonyum sülfat, sodyum klorür, sodyum asetat, 

hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, sodyum azotür, gliserin, potasyum fosfat, potasyum 

bisfosfat, potasyum asetat, potasyum klorür, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat, 

izopropanol E.Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant 

blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil sülfat (SDS), Sephadex G-200, agar, 

amonyum persülfat, β-merkapto etanol ve 2’,5’ ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan 

temin edildi. 

3.1.6. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

Çözelti hazırlamak amacıyla kullanılan su, saf sudur. Araştırma süresince kullanılan 

çözeltilerin kullanılış yerleri ve hazırlanış şekilleri aşağıdaki gibidir: 

3.1.6.a. G6PD enzimi çalışmalarında kullanılan çözeltiler 

1. 1M Tris-HCl+5 mM EDTA (pH=7,5) (Enzim aktivitesinde kullanılan tampon): 

6,057 g (0,05 mol) Tris ve 0,0605 g (0,00025 mol) EDTA alınarak 40 ml destile suda 

çözüldü. HCl çözeltisi ile pH 7,5’a ayarlandı. Daha sonra toplam hacim su ile 50 ml’ye 

tamamlandı. 

2. 0,2 M MgCl2 (Enzim aktivite ölçümünde kullanılan aktivatör çözeltisi): 0,475 g 

MgCl2 (0,005 mol) alınıp hacmi destile suyla 50 ml ye tamamlandı. 

3. 2 mM NADP
+
 (Enzim aktivite ölçümünde kullanılan çözelti): 0,0765 g NADP

+
 

(0,0001 mol) alınıp hacmi destile su ile 50 ml ye tamamlandı. 
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4. 6 mM G-6P (Enzimin aktivite ölçümünde kullanılan substrat çözeltisi): 0,091 g G-6P 

(0,0003 mol) alınıp hacmi destile su ile 50 ml’ ye tamamlandı. 

5. 50 mM KH2PO4 (pH=7,4) (Homojenat tamponu): 1,7 g KH2PO4 alınarak pH=7,4’e 

ayarlandı. Toplam hacim destile su ile 250 ml’ye tamamlandı. 

6. 50 mM K-asetat+50 mM K-fosfat (pH=7,5) (Çözünmüş amonyum sülfat çökeleğinin 

diyalizi için kullanılan tampon):2,45 g K-asetat (0,05 mol), 4,35 g K-fosfat (0,05 mol) 

alınarak 300 ml suda çözüldü, pH=7,5 ye ayarlandı ve toplam hacim 0,5 L’ye 

tamamlandı. 

7. 0,1 M K-asetat+0,1 M K-fosfat (pH=6,0) (Afinite kolonunun dengelenmesi ve 

yıkanması için kullanılan 1.tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-fosfat (0,1 

mol) karışımı 800 ml destile suda çözüldü. pH’sı 6.0’ya ayarlandıktan sonra toplam 

hacim 1 L’ye tamamlandı. 

8. 0,1 MK-fosfat+0,1 M KCl (pH=7,85) (Numune tatbik ettikten sonra afinite 

kolonunun yıkanması için kullanılan 2.tampon): 13,6 K-fosfat (0,1 mol) ve 7,45 g (0,1 

mol) KCl karışımının hacmi destile su ile 800 ml’ye tamamlandı. pH’sı 7,85’e 

ayarlandıktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandı. 

9. 0,1 M K-asetat+0,1 M K-fosfat (pH=7,85) (Numune tatbik ettikten sonra afinite 

kolonunun yıkanması için kullanılan 3.tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-

fosfat (0,1 mol) karışımı 800 ml destile suda çözüldü. pH’sı 7,85’e ayarlandıktan sonra 

toplam hacim 1 L’ye tamamlandı. 

10. 80 mM K-fosfat+80 mM KCl+0,5 mM NADP
+
+10 mM EDTA (pH=7,85) (Afinite 

jeline tutunmuş olan glukoz 6-fosfat dehidrogenazı elüe etmek için kullanılan tampon): 

5,44 g K-fosfat (0,04 mol), 2,98 g KCl (0,04 mol), 0,1913 g NADP
+
 (0,025 mol) ve 

1,21g EDTA (0,003 mol) karıştırıldı. pH=7,85 ‘e ayarlandıktan sonra toplam hacim su 

ile 500 ml’ ye tamamlandı. 

11. %0,02’lik NaN3 çözeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunması için 

kullanılan çözelti): 20 mg NaN3 alınarak hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlandı. 

12. 0,1 M Tris+0,5 M NaCl (pH=8,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu için hazırlanan 

tampon): 6,05 g Tris (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alınarak pH=8,5’e 

ayarlandı. Toplam hacim destile su ile 500 ml’ ye tamamlandı.  

13. 0,1 M Na-asetat+0,5 M NaCl (pH=4,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu için 

hazırlanan 2. tampon): 4,1 g Na-asetat (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alınıp 
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suda çözüldü, pH=4,5’e ayarlandı. Daha sonra toplam hacim su ile 500 ml’ ye 

tamamlandı. 

3.1.6.b. GR enzimi çalışmalarında kullanılan çözeltiler 

1. 50 mM Tris-HCl+1 mM EDTA (pH=8.0) (Enzim aktivite ölçümünde kullanılan 

tampon): 0,61 g (5 mmol) Tris ve 0,029 g (0,1 mmol) EDTA alınarak 90 ml destile suda 

çözüldü. HCl çözeltisi ile pH=8,0’a ayarlandı. Daha sonra toplam hacim su ile 100 

ml’ye tamamlandı. 

2. 20 mM GSSG (Enzimin aktivite ölçümünde kullanılan substrat çözeltisi): 61,88 mg 

okside glutatyon (0,1 mmol) alınarak bir miktar suda çözüldü, toplam hacim suyla 5 

ml’ye tamamlandı. 

3. 2 mM NADPH (Enzim aktivite ölçümünde kullanılan çözelti): 8,3 mg NADPH 

(9,9x10
-3

 mmol) alınarak bir miktar suda çözüldü. Suyla 5 ml’ye tamamlandı. 

4. 50 mM KH2PO4 (pH=7,5) (Homojenat tamponu): 0,68 g KH2PO4 (5x10
-3

mol) alınıp 

80 ml destile suda çözüldü. pH’sı KOH ile 7,5’e ayarlandı. Daha sonra toplam hacim 

destile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

5. 10 mM Tris-HCl+1 mM EDTA (pH=7,5) (Diyaliz tamponu): 1,21 g Tris, 0,292 g 

EDTA alınarak 975 ml suda çözüldü, pH=7,5’e ayarlandı ve toplam hacim 1 L’ye 

tamamlandı. 

6. 50 mM KH2PO4+1 mM EDTA+1 mM DTT (pH=7,3) (Affinite kolonun 

dengelenmesi ve numune tatbik ettikten sonra yıkanması için kullanılan 1.tampon): 6,8 

g KH2PO4 (50 mmol), 0,292 g EDTA (1 mmol) ve 0,152 g DTT (1 mmol) alınarak 950 

ml suda çözüldü. pH=7,3’e ayarlandıktan sonra 1 L’ye tamamlandı. 

7. 0,1 M K-asetat+0,1 M K-fosfat (pH=6,0) (Numune tatbik ettikten sonra afinite 

kolonunun yıkanması için kullanılan 2. tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-

fosfat (0,1 mol) karışımı 800 ml destile suda çözüldü.pH’sı 6,0’a ayarlandıktan sonra 

toplam hacim 1 L’ye tamamlandı. 

8. 0,1 M K-fosfat+0,1 M KCl (pH=7,85) (Numune tatbik ettikten sonra afinite 

kolonunun yıkanması için kullanılan 3. tampon): 13,6 g K-fosfat (0,1 mol) ve 7,45 g 
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(0,1 mol) KCl karışımının hacmi destile su ile 800 ml’ye tamamlandı. pH’sı 7,85’e 

ayarlandıktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandı. 

9. 50 mM K-fosfat+1 mM EDTA+1 mM GSH+0,5 mM NADPH (pH=7,3) (Afinite 

jeline tutunmuş olan glutatyon redüktaz enziminin elüsyonu için kullanılan tampon); 

0,34 g K-fosfat, 0,0146 g EDTA, 0,0307 g GSH, 0,02075 g NADPH karışımı 45 ml 

suda çözüldü. pH=7,3’e ayarlandıktan sonra toplam hacim 50 ml’ye tamamlandı. 

10. 0,1 M Tris+0,5 M NaCl (pH=8,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu için hazırlanan 

tampon): 6,05 g Tris (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alınarak pH=8,5’e 

ayarlandı. Toplam hacim destile su ile 500 ml’ ye tamamlandı.  

11. 0,1 M Na-asetat+0,5 M NaCl (pH=4,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu için 

hazırlanan 2. tampon): 4,1 g Na-asetat (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alınıp 

suda çözüldü, pH=4,5’e ayarlandı. Daha sonra toplam hacim su ile 500 ml’ ye 

tamamlandı. 

12. %0,02’lik NaN3 çözeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunması için 

kullanılan çözelti): 20 mg NaN3 alınarak hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlandı. 

3.1.6.c. Elektroforez için kullanılan çözeltiler 

1. 1 M Tris-HCl (pH=8,0): 12,11 g Tris (0,1mol) tartılarak 80 ml suda çözüldü, pH 

ayarı 1 M HCl ile ayarlandıktan sonra 100 ml’ye tamamlandı.  

2. 1 M Tris-HCl (pH=6,0):12,11 g Tris (0,1 mol) tartılarak 80 ml suda çözüldü, pH 

ayarı 1 M HCl ayarlandıktan sonra 100 ml’ye tamamlandı. 

3. %30 Akrilamid-%0,9 Bisakrilamid çözeltisi: 17 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve 

34,6 ml su karıştırılarak çözüldü. 

4. %10’luk amonyum persülfat çözeltisi:1 g amonyum persülfat tartılarak su ile 10 

ml’ye tamamlandı. 

5. %10’luk SDS: 1 g SDS, 9 g suda çözülerek elde edildi. 

6. Yürütme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartılarak 450 

ml suda çözüldü; %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH=8,0’e ayarlandı ve toplam 

hacim 500 ml’ye tamamlandı. 
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7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCl (pH=8,3)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml, 

%100’lük gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alınarak suyla 10 

ml’ye tamamlandı. Bu tampona kullanılmadan önce 950 µl numune tamponundan 50 µl 

olacak şekilde β-merkaptoetanol ilave edildi. 

8. Sabitleştirme çözeltisi (jelde yürütülen proteinlerin sabitleştirilmesi için kullanılan 

çözelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak şekilde karıştırılarak hazırlandı. 

9. Jel boyama çözeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su içerisinde 0,1 g 

coomassie brillant blue R-250 reaktifinin çözülmesiyle hazırlandı. 

10. Jel yıkama çözeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karıştırılarak elde 

edildi. 

11. Antikoagulant çözelti: 26,3 g Na-sitrat (dihidrat) (115,35 mmol), 3 g sitrik asit 

(15,62 mmol), 31,9 g glukoz (monohidrat) (177 mmol), 2,2 g NaH2PO4 H2O (15,94 

mmol) ve 0,35 g adenin (2,6 mmol) tartılarak suda çözüldü ve 1 L’ye tamamlandı. 

12. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan 

çözelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %90’lık etanolde çözüldü. Bu 

çözeltiye %90’lık 100 ml fosforik asit ilave edildi. Çözeltinin hacmi suyla 1 L’ye 

tamamlandı. 

13. %0,05’lük brom timol mavisi çözeltisi: 0,1 g indikatör 16 ml 0,01 M NaOH 

içerisinde çözüldü ve toplam hacim suyla 250 ml’ye tamamlandı. 

14. C. trutta ve C. c. umbla dokularından saflaştırılan G6PD ve GR enzim aktivitesi 

üzerine etkileri incelenen ağır metallerin stok çözeltileri Çizelge 3.2’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2. G6PD ve GR enzim aktivitesi üzerine etkileri incelenen ağır metallerin stok 

çözeltileri 

Madde Adı Stok Çözelti 

Konsantrasyonu (mM) 

Madde Miktarı 

(g) 

Çözelti Miktarı 

(ml) 

CuSO4.5H2O 100 0,249 10 

ZnCl2 100 0,136 10 

NiCl2.6H2O 100 0,237 10 

3CdSO4.8H2O 100 0,769 10 

AgNO3 100 0,169 10 

Pb(NO3)2 100 0,331 10 

FeCl3 100 0,162 10 

Co(NO3)2. 6H2O 100 0,291 10 
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin saflaştırılması 

3.2.1.a. C. trutta ve C. c. umbla dokularının temini ve homojenat hazırlanması 

Deneylerde kullanılan balıklar Bingöl İli Genç İlçesinde geçen Murat nehrinden 

yakalandı. Balıklar soğuk zincir kuralına göre laboratuara getirilerek böbrek, karaciğer 

ve solungaç dokuları hızlı bir şekilde çıkarıldı. Kullanılacakları süreye kadar -20°C’de 

muhafaza edildi.  

Dokularla çalışılmaya başlandığında doku örnekleri kan ve diğer kirlilikleri elimine 

etmek için %0,9’luk NaCl ile 3 defa yıkandı. Doku homojenatlarını hazırlamak için, ilk 

olarak dokular ultraturrax cihazı kullanılarak parçalandı. Böylece dokular oldukça 

küçük parçalara ayrılmış oldu. Daha sonra sıvı azot içinde parçalanarak, 3 ml/g olacak 

şekilde 50 mM KH2PO4 (pH=7,4) homojenat tampon çözeltisinin içinde homojenize 

edildi. Bu süspansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2 defa santrifüj edildi. Süpernatantlar 

daha sonraki saflaştırma basamaklarında kullanıldı. 

3.2.1.b. G6PD enziminin aktivite ölçümü 

Enzim aktivitesi UV-Vis spektrofotometrede oda sıcaklığında Beutler metoduna göre 

yapıldı. Bu metoda göre; nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADP
+
), glukoz 6-

fosfat dehidrogenaz tarafından glukoz 6-fosfat varlığında indirgenir. NADPH’ın oluşum 

oranı glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesine bağımlı olup 340 nm’deki absorbans 

artışı ile ölçülebilir.  
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Çizelge 3.3. G6PD enziminin aktivite ölçüm küvet içeriği 

 Kontol küveti Numune küveti 

Stok aktivite 

çözeltileri 
Hacim(µl) Konsantrasyon Hacim(µl) Konsantrasyon 

1 M Tris-HCl, 5 

mM EDTA 
100 

0,1 M Tris, 0,5 mM 

EDTA 
100 

0,1 M Tris, 0,5 

mM EDTA 
0,1 M MgCl2 100 0,01 mM 100 0,01 mM 
2 mM NADP

+ 100 0,2 mM 100 0,2 mM 
6 mM G-6P 100 0,6 mM 100 0,6 mM 

Su 600 - 570 - 
Enzim numunesi - - 30 - 

Çözeltiler küvete konulduktan sonra kontrole karşı numunenin absorbans artışları 3 

dakika süreyle 1 dakikada bir kaydedildi (Beutler 1971).  

Enzim ünitesi hesaplanırken aşağıdaki formül kullanıldı. 

 Ü    
   

    
⁄  

  

  
    

EÜ/ml  : 1 ml’deki enzim ünitesi 

∆OD  : Bir dakikadaki absorbans değişimi 

6,22  : 1 mM NADPH’ın oluşturduğu absorbans değeri (ekstinksiyon katsayısı) 

VT  : Ölçümün yapıldığı toplam küvet hacmi 

VE  : Ölçümün yapıldığı küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi 

SF  : Seyreltme faktörü (seyreltilen örnek için kullanılır) 

3.2.1.c. Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz 

Proteinler çok değerlikli elektrolitler oldukları için iyonlara benzer şekilde hareket 

ederler. Yüksek tuz konsantrasyonlarında, protein moleküllerini çevreleyen ve çözünür 

halde tutan su molekülleri, amonyum sülfat tuzundaki iyonlar tarafından çekilir ve 

proteinler çöker (salting-out). Gerçekleştirilen amonyum sülfat çöktürmesi deneyleri 

proteinlerin bu özellikleri esasına dayanmaktadır. 
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C. trutta ve C. c. umbla dokularından elde edilen G6PD enzim homojenatı sırasıyla %0-

20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 aralıklarında katı amonyum sülfat ile 

çöktürüldü. çöktürme işlemleri sırasında 13000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifüj 

yapıldı. Her defasında çökelekte ve süpernatantda enzim aktivitesine bakıldı. Bütün bu 

işlemler 4°C’de gerçekleştirildi. Amonyum sülfat çöktürmesi sırasında homojenata katı 

amonyum sülfat yavaş yavaş katıldı ve her defasında daha önce katılan amonyum 

sülfatın çözünmüş olmasına dikkat edildi. Amonyum sülfatın homojenatta çözünme 

işlemi buz banyosunda manyetik karıştırıcı ile yapıldı. Katı amonyum sülfat miktarı 

aşağıdaki formülden hesaplandı. 

g(NH4)2SO4 
              

       
 

V    : Enzim çözeltisinin hacmi 

S1 : 1’in kesri olarak çözeltideki amonyum sülfat doygunluğu 

S2  : 1’in kesri olarak istenen amonyum sülfat doygunluğu 

Bu işlemler sonucunda C. trutta dokularıyla yapılan çalışmalarda; C. trutta karaciğer 

G6PD aktivitesinin tamamının %40-70 aralığında çöktüğü, C. trutta solungaç G6PD 

aktivitesinin tamamının %30-60 aralığında çöktüğü ve C. trutta böbrek G6PD 

aktivitesinin tamamının %40-80 aralığında çöktüğü belirlendi.  

C. c. umbla dokularıyla yapılan çalışmalarda; C. c. umbla karaciğer G6PD aktivitesinin 

tamamının %30-80 aralığında çöktüğü, C. c. umbla solungaç G6PD aktivitesinin 

tamamının %40-80 aralığında çöktüğü ve C. c. umbla böbrek G6PD aktivitesinin 

tamamının %40-80 aralığında çöktüğü belirlendi.  

C. trutta karaciğer homojenatına %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %70 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 
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çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen numune diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna karşı diyaliz edildi. Diyaliz 

işlemi, 4°C’de gerçekleştirildi. 

C. trutta solungaç homojenatına %30 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %60 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen numune diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna karşı diyaliz edildi. Diyaliz 

işlemi, 4°C’de gerçekleştirildi. 

C. trutta böbrek homojenatına %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %80 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen numune diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna karşı diyaliz edildi. Diyaliz 

işlemi, 4°C’de gerçekleştirildi. 

C. c. umbla karaciğer homojenatına %30 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi 

yapıldı. Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. 

Daha sonra %80 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 
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Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen numune diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna karşı diyaliz edildi. Diyaliz 

işlemi, 4°C’de gerçekleştirildi. 

C. c. umbla solungaç homojenatına %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi 

yapıldı. Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. 

Daha sonra %80 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen numune diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna karşı diyaliz edildi. Diyaliz 

işlemi, 4°C’de gerçekleştirildi. 

C. c. umbla böbrek homojenatına %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %80 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen numune diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna karşı diyaliz edildi. Diyaliz 

işlemi, 4°C’de gerçekleştirildi. 

3.2.1.d. Afinite kolonunun hazırlanması 

10 ml’lik yatak hacmi için 2 g kuru 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli tartılarak, 400 ml 

destile su ile katı maddelerin uzaklaştırılması için birkaç defa yıkandı. Yıkama 

esnasında jel şişirilmiş oldu. Şişirilmiş jelin havası su trombu kullanılarak vakum ile 

alındıktan sonra dengeleme tamponu (0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, pH=6,0) ilave 
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edilerek jel süspanse edildi. Süspanse edilmiş jel, 1x10 cm’lik kapalı sistemden oluşan 

soğutmalı kolona paketlendi. Jel çöktükten sonra peristaltik pompa yardımıyla 

dengeleme tamponu ile yıkandı. Dengelemede ve yıkamada akış hızı 50 ml/h 

absorbansının eşitlenmesinden anlaşıldı. Böylece afinite kolonu hazırlanmış oldu. 

3.2.1.e. Numunenin afinite kolonuna tatbiki ve G6PD’nin elüsyonu 

Amonyum sülfat çöktürmesinden elde edilen derişikleştirilmiş numune, 0,1 M K-

asetat/0,1 M K-fosfat (pH=6,0) tamponu ile dengelenmiş kolona tatbik edildi. Daha 

sonra kolon sırasıyla 25 ml 0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat (pH=6,0), 25 ml 0,1 M K-

asetat/0,1 M K-fosfat (pH=7,85) ve 25 ml 0,1 M KCl/0,1 M K-fosfat (pH=7,85) 

çözeltisiyle yıkandı. Dengeleme ve yıkama hızı 50 ml/h’ya ayarlandı. Akış hızı 

perilstaltik pompa ile kontrol altında tutuldu. Böylece enzimin büyük bir kısmı jele 

tutunmuş ve diğer safsızlıklar uzaklaştırılmış oldu. Daha sonra 80 mM K-fosfat+80 mM 

KCl+0,5 mM NADP
+
+10 mM EDTA (pH=7,85) çözeltisi kolona uygulanarak enzim 

elüe edildi. Elüsyonlar 1 ml olacak şekilde ependorf tüplere alındı ve herbirinde aktivite 

ayrı ayrı ölçüldü. Bütün bu işlemler esnasında sıcaklık 4°C kontrol altında tutuldu 

(Morelli et al. 1978; Ninfali et al. 1990). Elde edilen enzim çözeltisi kinetik 

çalışmalarda kullanılmak üzere derin dondurucuda dondurularak saklandı. Bu 

çalışmayla elde edilen enzim örneklerinin saf olup olmadıklarını kontrol etmek 

amacıyla SDS-PAGE yapılarak elektroforez bantları elde edildi (Şekil 3.4 ve Şekil 3.5). 

3.2.2. Glutatyon reduktaz enziminin saflaştırılması 

3.2.2.a. C. trutta ve C. c. umbla dokularının temini ve homojenat hazırlanması 

Deneylerde kullanılan balıklar Bingöl İli Genç İlçesinden geçen Murat nehrinden 

yakalandı. Balıklar soğuk zincir kuralına göre laboratuara getirilerek karaciğer ve 

solungaç dokuları hızlı bir şekilde çıkarıldı. Kullanılacakları süreye kadar -20°C 

saklandı.  
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Dokularla çalışılmaya başlandığında doku örnekleri kan ve diğer kirlilikleri elimine 

etmek için %0,9’luk NaCl ile 3 defa yıkandı. Doku homojenatlarını hazırlamak için, ilk 

olarak dokular ultraturrax cihazı kullanılarak parçalandı. Böylece dokular oldukça 

küçük parçalara ayrılmış oldu. Daha sonra sıvı azot içinde parçalanarak, 3 ml/g olacak 

şekilde 50 mM KH2PO4 (pH=7,4) homojenat tampon çözeltisinin içinde homojenize 

edildi. Bu süspansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2 defa santrifüj edildi. Süpernatantlar 

daha sonraki saflaştırma basamaklarında kullanıldı. 

3.2.2.b. GR enziminin aktivite ölçümü 

GSSG, NAD(P)H ile reaksiyona girerek 340 nm’de maksimum absorbans vermektedir. 

Reaksiyon ortamına katılan GR enzimi NAD(P)H’ın azalmasına sebep olmaktadır. Bu 

azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmektedir (Carlberg and 

Mannervik 1985). 

Aktivite ölçümü yapılırken hemolizat, amonyum sülfat çökeleği ve afinite 

kromatografisi sonucu elde edilen elüsyonlar seyreltilmeden kullanıldı. 

Çizelge 3.4. GR enziminin aktivite ölçüm küvet içeriği 

 Kontol küveti Numune küveti 

Stok aktivite 

çözeltileri 
Hacim(µl) Konsantrasyon Hacim(µl) Konsantrasyon 

50 mM Tris-HCl, 

1mM EDTA 
100 

5 mM Tris-HCl, 0,1mM 

EDTA 
100 

5 mM Tris-HCl, 

0,1mM EDTA 

20 mM GSSG 100 2 mM 100 2 mM 

2 mM NADPH 100 0,2 mM 100 0,2 mM 

Su 600 - 570 - 

Enzim numunesi - - 30 - 

Aktivite ölçüm küvetleri Çizelge 3.4’de gösterildiği şekilde önce enzim numunesi 

katılmaksızın pipetlendi. Üç dakika inkübasyon yapıldıktan sonra numune küvete 

pipetlenerek spektrofotometreye yerleştirildi ve okuma başlatıldı. Başlangıçta ve 

dakikada bir olmak üzere üç dakika boyunca absorbans değerleri kaydedildi (Calberg 

and Mannervik 1985).  
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Enzim ünitesi hesaplanırken aşağıdaki formül kullanıldı. 

 Ü    
   

    
⁄  

  

  
    

EÜ/ml  : 1 ml’deki enzim ünitesi 

∆OD  : Bir dakikadaki absorbans değişimi 

6,22  : 1 mM NADPH’ın oluşturduğu absorbans değeri (ekstinksiyon katsayısı) 

VT  : Ölçümün yapıldığı toplam küvet hacmi 

VE  : Ölçümün yapıldığı küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi 

SF  : Seyreltme faktörü (seyreltilen örnek için kullanılır) 

3.2.2.c. Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz 

Proteinler çok değerlikli elektrolitler oldukları için iyonlara benzer şekilde hareket 

ederler. Yüksek tuz konsantrasyonlarında, protein moleküllerini çevreleyen ve çözünür 

halde tutan su molekülleri, amonyum sülfat tuzundaki iyonlar tarafından çekilir ve 

proteinler çöker (salting-out). Gerçekleştirilen amonyum sülfat çöktürmesi deneyleri 

proteinlerin bu özellikleri esasına dayanmaktadır. 

C. c. umbla ve C. trutta dokularından elde edilen GR enzim homojenatı sırasıyla %0-20, 

%20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 aralıklarında katı amonyum sülfat ile 

çöktürüldü. çöktürme işlemleri sırasında 13000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifüj 

yapıldı. Her defasında çökelekte ve süpernatantda enzim aktivitesine bakıldı. Bütün bu 

işlemler 4°C’de gerçekleştirildi. Amonyum sülfat çöktürmesi sırasında homojenata katı 

amonyum sülfat yavaş yavaş katıldı ve her defasında daha önce katılan amonyum 

sülfatın çözünmüş olmasına dikkat edildi. Amonyum sülfatın homojenatta çözünme 

işlemi buz banyosunda manyetik karıştırıcı ile yapıldı. Katı amonyum sülfat miktarı 

aşağıdaki formülden hesaplandı. 
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g(NH4)2SO4 
              

       
 

V    : Enzim çözeltisinin hacmi 

S1 : 1’in kesri olarak çözeltideki amonyum sülfat doygunluğu 

S2  : 1’in kesri olarak istenen amonyum sülfat doygunluğu 

Bu işlemler sonucunda C. trutta dokularıyla yapılan çalışmalarda; C. trutta karaciğer 

GR aktivitesinin tamamının %30-70 aralığında çöktüğü, C. trutta solungaç GR 

aktivitesinin tamamının %20-70 aralığında çöktüğü ve C. trutta böbrek GR aktivitesinin 

tamamının %40-70 aralığında çöktüğü belirlendi.  

C. c. umbla dokularıyla yapılan çalışmalarda; C. c. umbla karaciğer GR aktivitesinin 

tamamının %30-80 aralığında çöktüğü, C. c. umbla solungaç GR aktivitesinin 

tamamının %40-80 aralığında çöktüğü ve C. c. umbla böbrek GR aktivitesinin 

tamamının %40-80 aralığında çöktüğü belirlendi.  

C. trutta karaciğer homojenatına %30 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %70 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen karışım diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM 

EDTA pH=7,5) karşı 2 defa değiştirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz işlemi, 

4°C’de gerçekleştirildi. 

C. trutta solungaç homojenatına %20 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %70 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 
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numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen karışım diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM 

EDTA pH=7,5) karşı 2 defa değiştirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz işlemi, 

4°C’de gerçekleştirildi. 

C. trutta böbrek homojenatına %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %70 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen karışım diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM 

EDTA pH=7,5) karşı 2 defa değiştirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz işlemi, 

4°C’de gerçekleştirildi. 

C. c. umbla karaciğer homojenatına %30 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi 

yapıldı. Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. 

Daha sonra %80 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen karışım diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM 

EDTA pH=7,5) karşı 2 defa değiştirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz işlemi, 

4°C’de gerçekleştirildi. 
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C. c. umbla solungaç homojenatına %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi 

yapıldı. Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. 

Daha sonra %80 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen karışım diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM 

EDTA pH=7,5) karşı 2 defa değiştirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz işlemi, 

4°C’de gerçekleştirildi. 

C. c. umbla böbrek homojenatına %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Daha 

sonra %80 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen 

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM KH2PO4, pH=7,4) çözüldü. 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 

tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen karışım diyaliz 

torbasına yerleştirilerek bir saat süreyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM 

EDTA pH=7,5) karşı 2 defa değiştirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz işlemi, 

4°C’de gerçekleştirildi. 

3.2.2.d. Afinite kolonunun hazırlanması 

10 ml’lik yatak hacmi için 2 g kuru 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli tartılarak, 400 ml 

destile su ile katı maddelerin uzaklaştırılması için birkaç defa yıkandı. Yıkama 

esnasında jel şişirilmiş oldu. Şişirilmiş jelin havası su trombu kullanılarak vakum ile 

alındıktan sonra dengeleme tamponu (0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, pH=6,0) ilave 

edilerek jel süspanse edildi. Süspanse edilmiş jel, 1x10 cm’lik kapalı sistemden oluşan 

soğutmalı kolona paketlendi. Jel çöktükten sonra peristaltik pompa yardımıyla 
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dengeleme tamponu ile yıkandı. Dengelemede ve yıkamada akış hızı 50 ml/h 

absorbansının eşitlenmesinden anlaşıldı. Böylece afinite kolonu hazırlanmış oldu. 

3.2.2.e. Numunenin afinite kolonuna tatbiki ve GR’nin elüsyonu 

Numune daha önceden dengeleme tamponu (50 mM KH2PO4+1 mM EDTA+1 mM 

DTT, pH=7,3) ile dengelenmiş olan kolona yüklendi. Daha sonra kolon sırasıyla 50 ml 

dengeleme tamponu, 25 ml 0,1 M K-asetat+0,1 M K-fosfat (pH=6,0) ve 25 ml 0,1 M 

KCl+0,1 M K-fosfat (pH=7,85) çözeltisiyle yıkandı. Dengeleme ve yıkama hızı 50 

ml/h’ya ayarlandı. Akış hızı perilstaltik pompa ile kontrol altında tutuldu. Böylece 

enzimin büyük bir kısmı jele tutunmuş ve diğer safsızlıklar uzaklaştırılmış oldu. Daha 

sonra 50 mM K-fosfat+1 mM EDTA+1 mM GSH+0,5 mM NADPH (pH=7,85) 

çözeltisi kolona uygulanarak enzim elüe edildi. Elüsyonlar 1 ml olacak şekilde ependorf 

tüplere alındı ve herbirinde aktivite ayrı ayrı ölçüldü. Bütün bu işlemler esnasında 

sıcaklık 4°C kontrol altında tutuldu (Danner et al. 1977; Boggaram et al. 1979; Carlbeg 

and Mannervik 1981). Elde edilen enzim çözeltisi kinetik çalışmalarda kullanılmak 

üzere derin dondurucuda dondurularak saklandı. Bu çalışmayla elde edilen enzim 

örneklerinin saf olup olmadıklarını kontrol etmek amacıyla SDS-PAGE yapılarak 

elektroforez bantları elde edildi (Şekil 3.6 ve Şekil 3.7). 

3.2.3. Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim 

saflığının kontrolü 

Enzim saflaştırıldıktan sonra %3-8 kesikli SDS-PAGE Laemmli metoduna göre 

yapılarak enzimin saflık derecesi kontrol edildi (Laemmli 1970). 

Bunun için elektroforez plakaları önce su ile sonra alkol ile iyice yıkandı. Her iki 

kenarında aralık oluşturucu bir plaka ile düz bir plaka üst üste getirilerek kıskaçlarla 

tutturuldu. Sabitleştirilen plakalar, içerisinde sızdırmayı önleyen sünger ihtiva eden jel 

hazırlama kabinine konuldu. Önce ayırma jeli hazırlandı ve enjektörle plakaların arasına 

üst kesimde 2 cm kalıncaya kadar dolduruldu. İki saat jelin donması beklendi, ayırma 
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jelinin katılaştığından emin olunduktan sonra yığma jeli hazırlandı. Jelin üst kısmındaki 

boşluğa dolduruldu ve numune kuyucuklarının oluşması için tarak dikkatlice 

yerleştirildi. Yığma jelinin katılaşması beklenirken ıslatılmış süzgeç kağıdı sistemin 

üzerine kapatıldı ve kuruması önlendi. Yığma jeli katılaştıktan sonra tarak dikkatlice 

çıkartılarak numune kuyuları belirlendi. Önce saf su, sonra da yürütme tamponuyla 

yıkandı ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankına yerleştirildi. Elektroforez tankının 

alt ve üst kısmına yürütme tamponu dolduruldu. Enzim örnekleri yaklaşık 20 µg protein 

olacak şekilde hazırlandı. Toplam hacim 50 µl olacak şekilde 1/1 oranında numune 

tamponu katıldı. Üç dakika kaynar su banyosunda inkübe edildi. Elektroforez tankı 

kapatılarak alt tarafından (+) anot, üst taraftan ise (-) katot yerleştirildi. Önce 80 voltta 

20 dakika yürütüldü ve örnek ayırma jeline kadar gelip yığıldı. Sonra akım 100 volt’a 

çıkartılarak numunelerin jelin alt sınırına gelmesine kadar yürütüldü. Numunelerin takip 

edilmesi, numune tamponuna katılan brom timol mavisi yardımıyla anlaşıldı. Yürütme 

işlemi bittikten sonra akım kesilerek plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı ve 

sabitleştirme çözeltisine konuldu. Sabitleştirme çözeltisinde 20 dakika bekletilen jel, 

çıkarılarak boyama çözeltisine konuldu ve çalkalayıcı üzerinde 2 saat bekletildi. Jel 

boyandıktan sonra çıkarılarak yıkama çözeltisine konuldu. Rengi açılıp, protein bantları 

belirginleşene kadar çalkalayıcıda yıkanan jel çıkarılarak fotoğrafı çekildi (Şekil 2.1-

2.4). Ayırma jeli şöyle hazırlandı: 3,75 ml 1 M Tris-HCl (pH=8,8), 3,3 ml %30 

Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,15 ml %10’luk SDS, 0,1 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml 

%1,5’lik PER ve 2,35 ml saf su karıştırıldı. Yığma jeli şöyle hazırlandı: 0,31 ml 1 M 

Tris-HCl (pH=6,8), 0,3325 ml %30 Akrilamid %0,8 bisakrilamid, 0,025 ml %10’luk 

SDS, 0,025 ml %5’lik TEMED, 0,05 ml %1,5’lik PER ve 1,84 ml saf su karıştırıldı. 

PER çözeltisi taze hazırlandı ve karıştırıldığında hemen döküldü. 
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Şekil 3.4. C. trutta böbrek, karaciğer ve solungaç dokusundan saflaştırılan G6PD 

enziminin SDS-PAGE bandları 
*1: Böbrek; 2, 5: Standart Proteinler; 3:Karaciğer; 4:Solungaç 

 

Şekil 3.5. C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç dokusundan saflaştırılan G6PD 

enziminin SDS-PAGE bandları 
1: Böbrek; 2, 5: Standart Proteinler; 3:Karaciğer; 4:Solungaç 
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Şekil 3.6. C. trutta böbrek, solungaç ve karaciğer dokularından saflaştırılan GR 

enziminin SDS-PAGE bandları  
*1: Böbrek; 2, 5: Standart Proteinler; 3: Solungaç; 4: Karaciğer). 

 

Şekil 3.7. C. c. umbla solungaç, böbrek ve karaciğer dokusundan saflaştırılan GR enziminin 

SDS-PAGE bandları  
*1: Solungaç; 2, 5: Standart Proteinler; 3: Böbrek; 4: Karaciğer 
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3.2.4. Bradford protein tayini 

C. trutta ve C. c. umbla dokularının homojenatları, amonyum sülfat çöktürmesi, afinite 

kromatografisi ile saflaştırılan enzim çözeltilerindeki protein miktarı bu yöntemle 

belirlendi. Bu yöntemde boya olarak kullanılan Coomassie Brillant Blue G-250 negatif 

bir yüke sahiptir ve protein üzerindeki pozitif yüke bağlanır. Boyanın kırmızı (λmax=465 

nm) ve mavi (λmax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin bağlanması, kırmızı formun 

mavi forma dönüşümünü sağlar. Bu yöntemin bozucu faktörlere hassasiyeti oldukça 

azdır (1-100 µg arası). Reaksiyon yüksek oranda tekrarlanabilir ve hızlı cereyan eder, 

iki dakikada tamamlanır. Renk stabilitesi iki saat’in üzerinde devam edebilir (Bradford 

1976).  

Bu yöntem ile protein tayini yapabilmek için standart bir grafiğe ihtiyaç vardır. Bu 

amaçla 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sığır albumin çözeltisinden tüplere 

10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 µl konuldu. Saf su ile bütün tüplerin hacmi 0,1 

ml’ye tamamlandı ve 4900 µl Coomassie Brillant Blue G-250 çözeltisi ilave edilip 

vorteks ile karıştırıldı. 10 dakika inkübe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik küvetlerde 

köre karşı absorbans değerleri okundu. Kör olarak, 0,1 ml enzim numunesinin içinde 

bulunduğu tampondan ve 4900 ml Coomassie Brillant Blue G-250 çözeltisinden oluşan 

karışım kullanıldı. Elde edilen sonuçlardan absorbans değerlerine karşılık gelen µg 

protein değerleri standart grafik haline getirildi (Şekil 4.1). 

C. trutta ve C. c. umbla dokularının homojenatlarından ve adı geçen saflaştırma 

basamaklarından elde edilen enzim numunelerinden 0,1 ml tüplere konularak üzerine 

4900’er ml Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile 

karıştırıldıktan sonra 10 dakika inkübasyona bırakıldı. Sonra 595 nm’de absorbans 

değerleri okundu. Her bir numuneden üçer adet deneme yapılarak bu üç değerin 

aritmetik ortalamasından gerçek değer tespit edildi. Elde edilen bu değerlere göre 

standart grafikten yararlanılarak protein miktarları belirlendi. 
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3.2.5. C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç G6PD ve GR enzim 

aktiviteleri üzerine bazı metallerin etkilerinin belirlenmesi 

C. trutta ve C. c. umbla karaciğer, böbrek ve solungaç G6PD ve GR enzim aktiviteleri 

üzerine bazı metallerin etkilerinin belirlemek amacıyla küvet ortamına değişik 

konsantrasyonlarda metal ilave edilerek aktivite değerleri okundu. Kullanılan metallerin 

farklı konsantrasyonlarını oluşturmak için stok çözeltiler seyreltildi. Kullanılan stok 

çözelti hacmi gereken derişimi sağlamadığı zaman küvete katılan su hacmi azaltılarak 

metal konsantrasyonu arttırıldı. Bu şekilde gereken konsantrasyon ayarlanmış oldu. 

3.2.6. İnhibitör etkisi gösteren metaller için IC50 ve Ki değerlerinin belirlenmesine 

ait çalışmalar 

İnhibitör çalışmalarıyla ilgili farklı inhibitör konsantrasyonunda aktivite ölçümü 

yapılarak inhibitör etkisi gösteren metaller belirlendi. Bu metallerden inhibisyon etkisi 

yüksek olanların % Aktivite-[I] olarak grafikleri çizildi, eğrinin denkleminden IC50 

değerleri hesaplandı. 

IC50 değerleri hesaplanan bazı metallerin Ki değerlerini belirlemek amacıyla C. trutta ve 

C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç G6PD ve GR enzim aktivitesini yarıya 

düşüren metal konsantrasyonu ile bu değerin altında ve üstünde iki sabit metal 

konsantrasyonlarında uygun beş substrat konsantrasyonu ile aktivite ölçümleri yapıldı. 

Çalışmalarda uygun beş farklı substrat konsantrasyonu stok çözelti kullanılarak ön 

deneme ile belirlendi. Elde edilen değerlerle her bir inhibitör için Lineweaver-Burk 

grafikleri çizildi. Grafik denkleminde yarışmalı inhibisyon için eğime eşit olan 

KM/Vmax(1+[I]/Ki) ifadesinden, yarışmasız inhibisyon için Vmax=V
I
max(1+[I]/Ki) 

formülünden yararlanılarak Ki değerleri belirlendi. 



52 

 

4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Kantitatif Protein Tayini İçin Kullanılan Standart Grafik 

Elde ettiğimiz enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yöntemiyle 

belirlendi. Standart grafik bölüm 3.2.4’deki konuda anlatıldığı gibi hazırlandı. Ham 

homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi, afinite kromatografisi sonucu elde edilen 

enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayinin bu standart grafikten faydalanılarak 

bulundu. Standart çözeltilerin µg proteine karşılık gelen absorbans değerleri Şekil 

4.1’de gösterildi. 

 

Şekil 4.1. Bradford yöntemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan standart 

grafik 

4.2. C. trutta ve C. c. umbla Böbrek, Karaciğer ve Solungaç G6PD Enzimlerinin 

Saflaştırılması Sonuçları 

4.2.1. Amonyum sülfat çöktürmesi sonuçları 

C. trutta ve C. c. umbla karaciğer, böbrek ve solungaç dokularından elde edilen 

homojenatlar, ardışık olarak %0 ile %80 arasındaki amonyum sülfat çöktürmesi 
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işlemine (her seferinde doygunluk %10 artırılarak) tabi tutuldu. G6PD aktivitesi içeren 

proteinlerin yoğun olarak çökmeye başladığı %aralıkla aktivitenin tamamına yakının 

çöktüğü %aralıklar belirlendi. Bundan sonraki saflaştırma çalışmalarında, saflaştırma 

işleminde ilk basamak olarak belirlenen bu aralıklarda amonyum sülfat çöktürmesi 

yapıldı. Elde edilen çökelekler 13000 rpm de 15 dakika santrifüjlendi ve 1-2 mL’lik 

homojenat tamponunda çözülerek bir sonraki işleme hazır hale getirildi. C. trutta ve C. 

c. umbla karaciğer, böbrek ve solungaç G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk 

aralıkları Çizelge 4.1-4.6 ve Şekil 4.2-4.7’de gösterilmiştir. 

C. trutta karaciğer G6PD enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %40-70 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.1. C. trutta karaciğeri G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı (%) 0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 

Süpernatant Aktivite (EÜ/ml) 0,420 0,404 0,328 0,192 0,171 0,082 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,160 0,169 0,178 0,441 0,420 0,429 

 

Şekil 4.2. C. trutta karaciğeri G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 
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C. trutta solungaç G6PD enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %30-60 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.2. C. trutta solungaç G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı (%) 0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 

Süpernatant Aktivite (EÜ/ml) 0,266 0,210 0,176 0,143 0,079 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,051 0,094 0,129 0,123 0,560 

 

 
 

Şekil 4.3. C. trutta solungaç G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. trutta böbrek G6PD enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %40-80 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.3. C. trutta böbrek G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı 

(%) 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 

Süpernatant Aktivite 

(EÜ/ml) 
0,405 0,470 0,356 0,308 0,162 0,146 0,049 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,045 0,099 0,151 0,434 0,450 0,456 0,467 
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Şekil 4.4. C. trutta böbrek G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %40-80 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.4. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı 

(%) 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 

Süpernatant Aktivite 

(EÜ/ml) 
0,530 0,502 0,486 0,384 0,205 0,104 0,079 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,052 0,151 0,182 0,281 0,559 0,582 0,605 
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Şekil 4.5. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %40-80 

olarak belirlenmiştir. 

Çizelge 4.5. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı 

(%) 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 

Süpernatant Aktivite 

(EÜ/ml) 
0,351 0,319 0,344 0,388 0,357 0,169 0,033 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,038 0,113 0,109 0,243 0,511 0,532 0,553 
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Şekil 4.6. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %30-80 

olarak belirlenmiştir. 

Çizelge 4.6. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı 

(%) 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 

Süpernatant Aktivite 

(EÜ/ml) 
0,288 0,385 0,309 0,262 0,205 0,133 0,064 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,050 0,111 0,239 0,365 0,481 0,502 0,524 
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Şekil 4.7. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

4.2.2. C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç G6PD enziminin, 2',5' 

ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile saflaştırılması sonuçları 

Çalışmada öncelikle amonyum sülfat çöktürmesi yapılarak enzimin çökme aralığı 

belirlenmiş ve bu aralığa göre saflaştırma çalışmasına başlanmıştır. Homojenat 

hazırlanması, amonyut sülfat çöktürmesi ve diyaliz işlemlerinden sonra numune, 2',5' 

ADP Sepharose-4B afinite kolonuna yüklenerek 2',5' ADP Sepharose-4B afinite 

kromatografisi yöntemiyle saflaştırıldı. Homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi ve 2',5' 

ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi yöntemiyle saflaştırılan enzimler Bradford 

metoduyla kantitatif protein tayini yapıldı ve aktivite tayinleri yapılarak spesifik 

aktiviteler hesaplandı, saf1aştırma oranları belirlendi ve bu oranlar Çizelge 4.7-4.12’de 

verildi. 
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Çizelge 4.7. C. trutta böbrek G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon 

materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,473 2,26 33,5 15,85 75,71 0,209 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,605 1,26 8 4,84 10,08 0,48 2,3 30,54 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,807 0,0067 4 3,23 0,0268 120,52 576,65 20,38 

 

Çizelge 4.8. C. trutta karaciğer G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon 

materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,197 7,21 32 6,304 230,72 0,027 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,384 12,84 8,5 3,264 109,14 0,03 1,11 51,78 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,491 0,032 4 1,964 0,128 15,344 568,27 31,15 

Çizelge 4.9. C. trutta solungaç G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon 

materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,397 5,98 33 13,1 194,34 0,066 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,537 2,1 10 5,37 21 0,256 3,88 40,99 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,902 0,017 5 4,51 0,085 53,06 803,9 34,43 
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Çizelge 4.10. C. c. umbla böbrek G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite 

kolon materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,274 9,78 31 8,494 303,18 0,028 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,462 14,2 6 2,772 85,2 0,033 1,18 32,6 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,642 0,057 3 1,926 0,171 11,26 402,14 22,7 

Çizelge 4.11. C. c. umbla karaciğer G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite 

kolon materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,535 57,07 33 17,655 1883,31 0,0094 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,747 55,76 8 5,976 446,08 0,013 1,38 33,85 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,851 0,43 4 3,404 0,108 31,52 3353,19 19,28 

Çizelge 4.12. C. c. umbla solungaç G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite 

kolon materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,286 9,13 30 8,58 273,9 0,031 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,613 19,56 6 3,678 117,6 0,0313 1,01 42,87 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,662 0,029 3 1,986 0,087 22,83 736,5 23,15 
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4.2.3. Kinetik çalışmaların sonuçları 

C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç G6PD enzimi için ayrı ayrı 

olmak üzere çalışılan metaller için farklı metal konsantrasyonlarında aktiviteler 

bulunarak % Aktivite-[Metal] grafikleri çizildi (Şekil 4.8-4.37) ve bu grafiklerden IC50 

değerleri hesaplanarak Çizelge 4.13-4.18’de verildi. Ayrıca inhibisyon etkisi gösteren 

metaller için 5 sabit substrat ve 3 farklı inhibitör konsantrasyonlarında Lineweaver-

Burk grafikleri çizilerek (Şekil 4.38-4.67), bu grafiklerden her bir inhibitör için Ki sabiti 

bulundu ve Çizelge 4.13-4.18’de verildi. 

 

Şekil 4.8. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 5 farklı 3CdSO3.8H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.9. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 

Şekil 4.10. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 5 farklı CuSO4.5H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.11. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 5 farklı FeCl3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.12. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.13. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı 3CdSO4.8H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.14. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.15. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı FeCl3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.16. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.17. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.18. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.19. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.20. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 5 farklı ZnCl2 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.21. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 5 farklı CuSO4.5H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.22. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 5 farklı FeCl3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.23. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 5 farklı 3CdSO3.8H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 

Şekil 4.24. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.25. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 5 farklı CuSO4.5H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.26. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.27. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 5 farklı ZnCl2 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.28. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı 3CdSO3.8H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.29. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.30. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı CuSO4.5H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.31. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.32. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.33. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.34. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 5 farklı FeCl3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.35. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.36. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 5 farklı 3CdSO4.8H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.37. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 

Şekil 4.38. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 3 sabit 3CdSO3.8H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.39. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.40. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 3 sabit CuSO4.5H2O için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.41. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 3 sabit FeCl3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.42. C. trutta böbrek G6PD enzimi için 3 sabit NiCl2.6H2O için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.43. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit 3CdSO3.8H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.44. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.45. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit FeCl3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.46. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit NiCl2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.47. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.48. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.49. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 3 sabit NiCl2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.50. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 3 sabit ZnCl2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.51. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 3 sabit CuSO4.5H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.52. C. trutta solungaç G6PD enzimi için 3 sabit FeCl3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.53. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 3 sabit 3CdSO3.8H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.54. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.55. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 3 sabit CuSO4.5H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.56. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 3 sabit NiCl2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.57. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için 3 sabit ZnCl2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.58. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit 3CdSO3.8H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

- 2 5  - 1 5  - 5  5  1 5  2 5  3 5  4 5  

1
/V

 

1/[S] 

Kontrol

[I1]=1 mM

[I2]=2 mM

[I3]=5 mM

0

10

20

30

40

50

60

-5 5 15 25 35 45

1
/V

 

1/[S] 

Kontrol

[I1]=0,35 mM

[I2]=0,45 mM

[I3]=0,75 mM



87 

 

 

Şekil 4.59. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.60. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit CuSO4.5H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.61. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit NiCl2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.62. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.63. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.64. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 3 sabit FeCl3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.65. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 3 sabit NiCl2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.66. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 3 sabit 3CdSO4.8H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.67. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

Çizelge 4.13. C. trutta böbrek G6PD enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

FeCl3 1,220 0,171± 0,034 Yarışmalı 

AgNO3 0,0023 0,00202± 0,00048 Yarışmasız 

3CdSO4.8H2O 2,033 0,394± 0,253 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 2,656 1,751± 0,610 Yarışmalı 

CuSO4.5H2O 14,146 22,116± 4,875 Yarışmasız 

Çizelge 4.14. C. trutta karaciğer G6PD enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

3CdSO4.8H2O 0,660 1,113± 0,731 Yarışmalı 

AgNO3 0,00871 0,00523± 0,00168 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 1,947 1,955± 0,650 Yarışmasız 

Pb(NO3)2 0,081 0,065± 0,022 Yarışmalı 

FeCl3 0,421 0,203± 0,060 Yarışmalı 
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Çizelge 4.15. C. trutta solungaç G6PD enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

AgNO3 0,024 0,0185± 0,00272 Yarışmasız 

ZnCl2 1,773 0,669± 0,168 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 1,674 1,003± 0,350 Yarışmasız 

CuSO4.5H2O 10,046 7,099± 1,655 Yarışmasız 

FeCl3 1,456 0,528± 0,116 Yarışmalı 

Çizelge 4.16. C. c. umbla böbrek G6PD enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

ZnCl2 1,992 0,969± 0,189 Yarışmalı 

AgNO3 0,00257 0,000929± 0,00044 Yarışmalı 

3CdSO4.8H2O 0,507 0,526± 0,0806 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 1,650 0,932± 0,0689 Yarışmasız 

CuSO4.5H2O 13,863 0,146± 0,0396 Yarı Yarışmalı 

Çizelge 4.17. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-

Burk grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

Pb(NO3)2 0,118 0,327± 0,054 Yarışmasız 

AgNO3 0,000377 0,00014± 0,0000423 Yarışmalı 

3CdSO4.8H2O 0,423 0,335± 0,167 Yarışmalı 

NiCl2.6H2O 1,819 1,828± 1,142 Yarışmasız 

CuSO4.5H2O 8,887 4,287± 0,197 Yarışmasız 

Çizelge 4.18. C. c. umbla solungaç G6PD enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-

Burk grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

FeCl3 0,755 0,402± 0,102 Yarışmalı 

AgNO3 0,0353 0,019± 0,00308 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 1,487 0,152± 0,048 Yarı Yarışmalı 

3CdSO4.8H2O 0,376 0,318± 0,00612 Yarışmasız 

Pb(NO3)2 0,096 0,036± 0,0099 Yarışmalı 
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4.3. C. trutta ve C. c. umbla Böbrek, Karaciğer ve Solungaç GR Enzimlerinin 

Saflaştırılması Sonuçları 

4.3.1. Amonyum sülfat çöktürmesi sonuçları 

C. trutta ve C. c. umbla karaciğer, böbrek ve solungaç dokularından elde edilen 

homojenatlar, ardışık olarak %0 ile %80 arasındaki amonyum sülfat çöktürmesi 

işlemine (her seferinde doygunluk %10 artırılarak) tabi tutuldu. G6PD aktivitesi içeren 

proteinlerin yoğun olarak çökmeye başladığı %aralıkla aktivitenin tamamına yakının 

çöktüğü %aralıklar belirlendi. Bundan sonraki saflaştırma çalışmalarında, saflaştırma 

işleminde ilk basamak olarak belirlenen bu aralıklarda amonyum sülfat çöktürmesi 

yapıldı. Elde edilen çökelekler 13000 rpm de 15 dakika santrifüjlendi ve 1-2 mL’lik 

homojenat tamponunda çözülerek bir sonraki işleme hazır hale getirildi. C. trutta ve C. 

c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk 

aralıkları Çizelge 4.19-4.24 ve Şekil 4.68-4.73’de gösterilmiştir. 

C. trutta böbrek GR enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %40-70 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.19. C. trutta böbrek GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum Sülfat Aralığı (%) 0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 

Süpernatant Aktivite (EÜ/ml) 0,345 0,363 0,348 0,289 0,211 0,015 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,053 0,094 0,138 0,268 0,718 0,449 
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Şekil 4.68. C. trutta böbrek GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı tespitine 

yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. trutta karaciğer GR enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %30-70 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.20. C. trutta karaciğer GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum Sülfat Aralığı (%) 0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 

Süpernatant Aktivite (EÜ/ml) 0,431 0,372 0,301 0,232 0,111 0,056 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,073 0,114 0,234 0,473 0,392 0,571 
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Şekil 4.69. C. trutta karaciğer GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. trutta solungaç GR enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %20-70 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.21. C. trutta solungaç GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum Sülfat Aralığı (%) 0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 

Süpernatant Aktivite (EÜ/ml) 0,562 0,378 0,298 0,221 0,138 0,074 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,086 0,206 0,318 0,379 0,593 0,571 
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Şekil 4.70. C. trutta solungaç GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. c. umbla böbrek GR enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %40-80 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.22. C. c. umbla böbrek GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum Sülfat Aralığı 

(%) 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 

Süpernatant Aktivite 

(EÜ/ml) 
0,392 0,478 0,307 0,231 0,186 0,104 0,063 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,073 0,104 0,139 0,227 0,305 0,538 0,486 
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Şekil 4.71. C. c. umbla böbrek GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. c. umbla karaciğer GR enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %40-80 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.23. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı 

(%) 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 

Süpernatant Aktivite 

(EÜ/ml) 
0,342 0,369 0,291 0,124 0,165 0,105 0,024 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,067 0,094 0,138 0,278 0,267 0,349 0,376 
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Şekil 4.72. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

C. c. umbla solungaç GR enzimi için; amonyum sülfat çöktürme aralığı %30-80 olarak 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.24. C. c. umbla solungaç GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi 

Amonyum sülfat aralığı 

(%) 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 

Süpernatant Aktivite 

(EÜ/ml) 
0,451 0,393 0,275 0,209 0,179 0,103 0,074 

Çökelti Aktivite (EÜ/ml) 0,097 0,137 0,231 0,384 0,375 0,458 0,569 
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Şekil 4.73. C. c. umbla solungaç GR enzimi için amonyum sülfat doygunluk aralığı 

tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı grafiği 

4.3.2. C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç GR enziminin, 2',5' 

ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile saflaştırılması sonuçları 

Çalışmada öncelikle amonyum sülfat çöktürmesi yapılarak enzimin çökme aralığı 

belirlenmiş ve bu aralığa göre saflaştırma çalışmasına başlanmıştır. Homojenat 

hazırlanması, amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz işlemlerinden sonra numune, 2',5' 

ADP Sepharose-4B afinite kolonuna yüklenerek 2',5' ADP Sepharose-4B afinite 

kromatografisi yöntemiyle saflaştırıldı. Homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi ve 2',5' 

ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi yöntemiyle saflaştırılan enzimler Bradford 

metoduyla kantitatif protein tayini yapıldı ve aktivite tayinleri yapılarak spesifik 

aktiviteler hesaplandı, saf1aştırma oranları belirlendi ve bu oranlar Çizelge 4.25–

4.30’de verildi. 
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Çizelge 4.25. C. trutta böbrek GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon 

materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,207 13,69 26 5,382 355,94 0,015 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,295 8,2 9,5 2,803 77,9 0,036 2,4 52,08 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,381 0,032 5 1,905 0,16 11,91 794 35,4 

Çizelge 4.26. C. trutta karaciğer GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon 

materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,317 14,25 30,5 9,669 434,63 0,022 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,423 9,73 8,5 3,595 82,705 0,043 1,95 37,18 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,679 0,042 3 2,037 0,126 16,167 734,86 21,07 

Çizelge 4.27. C. trutta solungaç GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite  kolon 

materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,197 9,25 27 5,319 249,75 0,021 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,329 5,73 6,5 2,139 37,245 0,057 2,73 40,21 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,516 0,027 4 2,064 0,108 19,111 910,05 38,80 
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Çizelge 4.28. C. c. umbla böbrek GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon 

materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,276 7,28 25 6,9 182 0,038 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,334 1,06 6,5 2,171 6,89 0,315 8,31 31,46 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,531 0,036 3 1,593 0,108 14,75 389,18 23,09 

Çizelge 4.29. C. c. umbla karaciğer GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite 

kolon materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,463 43,81 31 14,353 1358,1 0,011 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,609 33,46 11,3 6,882 378,1 0,018 1,72 47,95 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,825 0,049 3 2,475 0,147 16,837 925,11 17,24 

Çizelge 4.30. C. c. umbla solungaç GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite 

kolon materyali ile saflaştırılma basamakları 

Numune Türü 
Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% 

Verim 

Homojenat 0,193 16,64 29,5 5,694 490,88 0,0116 1 100 

Amonyum 

sülfat 

çöktürmesi ve 

diyaliz 

0,328 4,27 9,6 3,149 40,992 0,0768 6,621 55,304 

2',5'- ADP 

Sepharose-4B 

afinite 

kromatografisi 

0,555 0,041 5 2,775 0,205 13,537 1166,983 48,736 
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4.3.3. Kinetik Çalışmaların Sonuçları 

C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç GR enzimi için ayrı ayrı olmak 

üzere çalışılan metaller için farklı metal konsantrasyonlarında aktiviteler bulunarak % 

Aktivite-[Metal] grafikleri çizildi (Şekil 4.74-4.103) ve bu grafiklerden IC50 değerleri 

hesaplanarak Çizelge 4.31-4.36’da verildi. Ayrıca inhibisyon etkisi gösteren metaller 

için 5 sabit substrat ve 3 farklı inhibitör konsantrasyonlarında Lineweaver-Burk 

grafikleri çizilerek (Şekil 4.104-4.133), bu grafiklerden her bir inhibitör için Ki sabiti 

bulundu ve Çizelge 4.31-4.36’da verildi. 

 
Şekil 4.74. C. trutta böbrek GR enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-888,1x 

R² = 0,9721 
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Şekil 4.75. C. trutta böbrek GR enzimi için 5 farklı Co(NO3)2.6H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.76. C. trutta böbrek GR enzimi için 5 farklı CuSO4.5H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-1,114x 

R² = 0,9694 
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Şekil 4.77. C. trutta böbrek GR enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.78. C. trutta böbrek GR enzimi için 5 farklı ZnCl2 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-0,96x 

R² = 0,9866 
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Şekil 4.79. C. trutta karaciğer GR enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.80. C. trutta karaciğer GR enzimi için 5 farklı Co(NO3)2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-1586x 
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Şekil 4.81. C. trutta karaciğer GR enzimi için 5 farklı CuSO4.5H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.82. C. trutta karaciğer GR enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-3,746x 

R² = 0,9611 
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Şekil 4.83. C. trutta karaciğer GR enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.84. C. trutta solungaç GR enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-1,987x 

R² = 0,9781 
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Şekil 4.85. C. trutta solungaç GR enzimi için 5 farklı Co(NO3)2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.86. C. trutta solungaç GR enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-4,531x 

R² = 0,9756 
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Şekil 4.87. C. trutta solungaç GR enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.88. C. trutta solungaç GR enzimi için 5 farklı ZnCl2 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-2,801x 
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Şekil 4.89. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 5 farklı 3CdSO4.8H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.90. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-1,239x 
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Şekil 4.91. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 5 farklı Co(NO3)2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.92. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-1,219x 
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Şekil 4.93. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 5 farklı ZnCl2 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.94. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-1,424x 
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Şekil 4.95. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 5 farklı Co(NO3)2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.96. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 5 farklı NiCl2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

y = 100e-0,787x 
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Şekil 4.97. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.98. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 5 farklı ZnCl2 konsantrasyonunda elde 

edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.99. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 5 farklı AgNO3 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.100. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 5 farklı Co(NO3)2.6H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.101. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 5 farklı CuSO4.5H2O 

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 
Şekil 4.102. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 5 farklı Pb(NO3)2 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 
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Şekil 4.103. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 5 farklı ZnCl2 konsantrasyonunda 

elde edilen % Aktivite-[Metal] grafiği 

 

Şekil 4.104. C. trutta böbrek GR enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 
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Şekil 4.105. C. trutta böbrek GR enzimi için 3 sabit Co(NO3)2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.106. C. trutta böbrek GR enzimi için 3 sabit CuSO4.5H2O için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.107. C. trutta böbrek GR enzimi için 3 sabit NiCl2.6H2O için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.108. C. trutta böbrek GR enzimi için 3 sabit ZnCl2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.109. C. trutta karaciğer GR enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.110. C. trutta karaciğer GR enzimi için 3 sabit Co(NO3)2.6H2O için 5 farklı 
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Şekil 4.111. C. trutta karaciğer GR enzimi için 3 sabit CuSO4.5H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.113. C. trutta karaciğer GR enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.114. C. trutta solungaç GR enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.115. C. trutta solungaç GR enzimi için 3 sabit Co(NO3)2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.117. C. trutta solungaç GR enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.118. C. trutta solungaç GR enzimi için 3 sabit ZnCl2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.119. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 3 sabit 3CdSO4.8H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.120. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.121. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 3 sabit Co(NO3)2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.122. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

0

5

10

15

20

25

30

-2 -1 0 1 2 3 4

1
/V

 

1/[S] 

Kontrol

[I1]= 0,3 mM

[I2]= 0,6 mM

[I3]= 0,8 mM

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

-1 0 1 2 3 4

1
/V

 

1/[S] 

Kontrol

[I1]= 0,045 mM

[I2]= 0,075 mM

[I3]= 0,1 mM



127 

 

 

Şekil 4.123. C. c. umbla böbrek GR enzimi için 3 sabit ZnCl2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.125. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 3 sabit Co(NO3)2.6H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.127. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.128. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için 3 sabit ZnCl2 için 5 farklı substrat 
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Şekil 4.129. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 3 sabit AgNO3 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.131. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 3 sabit CuSO4.5H2O için 5 farklı 

substrat konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

 

Şekil 4.132. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 3 sabit Pb(NO3)2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 4.133. C. c. umbla solungaç GR enzimi için 3 sabit ZnCl2 için 5 farklı substrat 

konsantrasyonlarında çizilen Lineweaver-Burk grafikleri 

Çizelge 4.31. C. trutta böbrek GR enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

AgNO3 0,00078 0,000394± 0,0002 Yarışmasız 

Co(NO3)2.6H2O 0,622 0,235± 0,027 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 0,722 0,279± 0,048 Yarışmasız 

CuSO4.5H2O 0,073 0,026± 0,008 Yarı Yarışmalı 

ZnCl2 0,519 0,382± 0,024 Yarışmalı 

Çizelge 4.32. C. trutta karaciğer GR enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

AgNO3 0,000437 0,00025± 0,000128 Yarışmalı 

CuSO4.5H2O 0,185 0,123± 0,066 Yarışmalı 

Pb(NO3)2 0,349 0,151± 0,084 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 0,355 0,093± 0,020 Yarışmalı 

Co(NO3)2.6H2O 0,217 0,532± 0,546 Yarışmalı 
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Çizelge 4.33. C. trutta solungaç GR enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

ZnCl2 0,216 0,112± 0,047 Yarışmalı 

AgNO3 0,000625 0,00045± 0,00008 Yarışmasız 

Pb(NO3)2 0,247 0,482± 0,219 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 0,220 0,182± 0,138 Yarışmasız 

Co(NO3)2.6H2O 0,153 0,128± 0,036 Yarışmalı 

Çizelge 4.34. C. c. umbla böbrek GR enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) 
Ortalama Ki 

(mM) 
İnhibisyon Tipi 

AgNO3 0,00087 0,000924 0,000481 Yarışmasız 

Co(NO3)2.6H2O 0,569 1,203± 0,210 Yarışmasız 

3CdSO4.8H2O 0,559 0,824± 0,124 Yarışmasız 

Pb(NO3)2 0,083 0,043± 0,017 Yarışmalı 

ZnCl2 0,487 0,124± 0,018 Yarışmalı 

Çizelge 4.35. C. c. umbla karaciğer GR enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

AgNO3 0,00063 0,00048± 0,00016 Yarışmalı 

Co(NO3)2.6H2O 0,881 0,408± 0,009 Yarışmasız 

NiCl2.6H2O 0,987 1,506± 0,359 Yarışmasız 

Pb(NO3)2 0,092 0,061± 0,016 Yarışmalı 

ZnCl2 3,194 2,304± 0,486 Yarışmasız 

Çizelge 4.36. C. c. umbla solungaç GR enzimi için % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 

Metaller IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Tipi 

AgNO3 0,00968 0,0055± 0,00096 Yarışmasız 

Co(NO3)2.6H2O 0,844 0,921± 0,196 Yarışmasız 

CuSO4.5H2O 11,180 4,493± 0,806 Yarışmalı 

Pb(NO3)2 0,944 0,533± 0,377 Yarışmalı 

ZnCl2 1,313 1,850± 1,034 Yarışmasız 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Ağır metaller sucul ortama girdikten sonra balıklar tarafından sudan, solungaç, deri ve 

ağız yoluyla doğrudan alınabilmekte ve besin zincirine dahil olarak (Vighi 1981) 

ekosistemi ve dolaylı olarak insanları tehdit edebilmektedir. Balıklar, çevresel 

kirleticiler için biyoindikatör olarak su ekosistemlerinin kalitesinin belirlenmesinde 

geniş çapta kullanılan organizmalardır (Kock et al. 1996; Alak vd 2013). Ağır metaller 

balıkların vücutlarına kolayca girmekte ve çeşitli dokularda özellikle spesifik dokularda 

(böbrek, karaciğer, solungaç gibi) birikebilmektedir (Varshney 1991; Kargın 1998; Uçar 

ve Atamanalp 2008). 

Genellikle canlı organizmaların uzun dönemli ağır metalleri de içeren toksik maddelere 

maruz kalması, önce organ ve dokularda birikime sonrada bu kirleticilerin zararlı 

etkilerinin bir sonucu olarak moleküler düzeyde dönüşümsüz değişiklerin oluşmasına 

neden olmaktadır. Kirleticilerin olumsuz etkilerinden biri de organizmalardaki biyolojik 

makro moleküllere (protein, lipid, DNA gibi) zarar vererek oksidatif strese neden olan 

ROT’ları oluşturmasıdır. Biyolojik sistemler oluşan bu strese karşı antioksidan savunma 

sistemleri geliştirmişlerdir. Balık kanındaki antioksidan parametreler akuatik 

organizmalar üzerine kirleticilerin etkilerinin belirlenmesi ve çevresel izleme 

çalışmaları için önemli biyomarkırlar olarak kabul edilmektedir (Hageman et al. 1992; 

Adams et al. 1994). Antioksidant enzimler metallerin neden olduğu oksidatif strese 

karşı hayvanların önemli bir savunma sistemidir ve hücrelerdeki hasar antioksidan 

enzimlerin yüksek aktivitesi ile kontrol edilmektedir (Fırat 2007). 

Bu çalışmada içsularımızda doğal olarak bulunan, et kalitesi yüksek, ekonomik olarak 

değerli ve bölge halkı tarafından severek tüketilen Karabalık (C. trutta) ve Siraz (C. c. 

umbla) balıklarının böbrek, karaciğer ve solungaçlarından saflaştırılan antioksidan 

enzimler olan G6PD ve GR enzimleri üzerine bazı metallerin (CuSO4.5H2O, ZnCl2, 

NiCl2.6H2O, 3CdSO4.8H2O, AgNO3, Pb(NO3)2, FeCl3, Co(NO3)2. 6H2O) etkileri 

incelenmiştir. 
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Literatürde çesitli kaynaklardan G6PD ve GR enzimlerinin saflaştırılması ile ilgili 

birçok çalışma mevcuttur (Tekman 2007; Altun 2010; Adem 2011; Çam 2011; Çomaklı 

et al. 2013; Hu et al. 2013). Bu çalışmalarda en çok kullanılan saflaştırma yöntemi, 

afinite kromatografisidir. Afinite kromatografisi bir çeşit adsorpsiyon kromatografisidir. 

Saflaştırılmak istenen molekül veya biyolojik ünitenin, “matriks” adı verilen 

çözülmeyen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmiş bir bağlanma 

bileşiğine (ligand), spesifik ve tersinir olarak bağlanması yolunu kullanan bir tekniktir. 

Bu sayede, çok yorucu ve zor olan birçok ayırma işlemi kısa zamanda 

gerçekleştirilmekte ve yüksek verimle saflaştırılan enzimler elde edilmektedir (Keha ve 

Küfrevioğlu 2004). Bu özelliklerinden dolayı çalışmada, enzimlerinin saflaştırılması 

için afinite kromatografisi ve afinite kromatografisi kolon materyali olarak 2',5'-ADP 

Sepharose-4B kullanılmıştır. Ayrıca afinite kromatografisinden önce homojenatın 

hazırlanması ve amonyum sülfat çöktürmesi işlemleride uygulanmıştır. 

Balıkların böbrek, karaciğer ve solungaç dokularından G6PD ve GR enzimlerini 

saflaştırmak için homojenat tamponu yardımıyla homojenat hazırlandı. Elde edilen 

homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi yapılarak çökelme aralıkları belirlendi. 

Çökelme aralıkları belirlenen numuneler diyaliz torbasına konularak, diyaliz tamponuna 

karşı bir süre bekletildi. Diyaliz sonucu elde edilen numune 2',5'-ADP Sepharose-4B 

afinite kolonuna tatbik edildi. Bu saflaştırma işlemleri yapılırken sıcaklığın kontrol 

altında tutulması çok önemlidir. Bu nedenle saflaştırma islemleri +4°C’de 

gerçekleştirildi. Böylece mümkün olduğu kadar aktivite kaybı önlenmeye çalışıldı 

(Tekman 2007; Çam 2011). 

Yapılan çalışmada, C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç dokularından 

G6PD ve GR enziminin saflaştırma sonuçları şunlardır: 

C. trutta böbrek G6PD enzimi, %20,38 verimlilikle, spesifik aktivitesi 120,52 EÜ/mg 

protein olarak ve 576,65 kat saflaştırıldı (Çizelge 4.7). C. trutta karaciğer G6PD enzimi, 

%31,15 verimlilikle, spesifik aktivitesi 15,34 EÜ/mg protein olarak ve 568,27 kat 
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saflaştırıldı (Çizelge 4.8). C. trutta solungaç G6PD enzimi, %34,43 verimlilikle, 

spesifik aktivitesi 53,06 EÜ/mg protein olarak ve 803,9 kat saflaştırıldı (Çizelge 4.9). 

C. c. umbla böbrek G6PD enzimi, %22,7 verimlilikle, spesifik aktivitesi 11,26 EÜ/mg 

protein olarak ve 402,14 kat saflaştırıldı (Çizelge 4.10). C. c. umbla karaciğer G6PD 

enzimi, %19,28 verimlilikle, spesifik aktivitesi 31,52 EÜ/mg protein olarak ve 3353,19 

kat saflaştırıldı (Çizelge 4.11). C. c. umbla solungaç G6PD enzimi, %23,15 verimlilikle, 

spesifik aktivitesi 22,83 EÜ/mg protein olarak ve 736,5 kat saflaştırıldı (Çizelge 4.12). 

C. trutta böbrek GR enzimi, %35,4 verimlilikle, spesifik aktivitesi 11,91 EÜ/mg protein 

olarak ve 794 kat saflaştırıldı (Çizelge 4.25). C. trutta karaciğer G6PD enzimi, %21,07 

verimlilikle, spesifik aktivitesi 16,167 EÜ/mg protein olarak ve 734,86 kat saflaştırıldı 

(Çizelge 4.26). C. trutta solungaç G6PD enzimi, %38,8 verimlilikle, spesifik aktivitesi 

19,11 EÜ/mg protein olarak ve 910,05 kat saflaştırıldı (Çizelge 4.27). 

C. c. umbla böbrek GR enzimi, %23,09 verimlilikle, spesifik aktivitesi 14,75 EÜ/mg 

protein olarak ve 389,18 kat saflaştırıldı (Çizelge 4.28). C. c. umbla karaciğer GR 

enzimi, %17,24 verimlilikle, spesifik aktivitesi 16,84 EÜ/mg protein olarak ve 925,11 

kat saflaştırıldı (Çizelge 4.29). C. c. umbla solungaç GR enzimi, %48,74 verimlilikle, 

spesifik aktivitesi 13,54 EÜ/mg protein olarak ve 1166,98 kat saflaştırıldı (Çizelge 

4.30). 

Enzimin saflığını kontrol etmek için SDS-PAGE yapılıp fotoğrafı çekildi (Şekil 3.4, 3.5, 

3.6, 3.7). Elektroforez fotoğraflarından da anlaşılacağı gibi saflaştırılan enzimler 

elektroforez jelinde tek bant olarak görülmektedir. Bu da saflaştırma işleminin başarıyla 

yapıldığını ispatlamaktadır. SDS-PAGE sonucunda elde edilen tek bandın ise mol 

kütlesi çizilen Rf-logMK grafiğinden hesaplandı. Enzimlerin molekül ağırlıkları 

yaklaşık olarak hesaplanarak Çizelge 5.1 ve Çizelge 5.2’de başka canlı dokularıyla 

kıyaslanarak verilmiştir. 
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Çizelge 5.1. Farklı türlere ait G6PD enziminin molekül kütleleri 

Enzim kaynağı Molekül kütlesi kDa Kaynak 

C. trutta böbrek 76  

C. trutta karaciğer 78  

C. trutta solungaç 73  

C. c. umbla böbrek 75  

C. c. umbla karaciğer 79  

C. c. umbla solungaç 75  

Ctenopharyngodon idella 

hematopankreas 
72 (Hu et al. 2013) 

Hindi eritrositi 75 (Yilmaz et al. 2003) 

Sıçan kalbi 67 (Adem 2011) 

Sıçan akciğeri 64 (Adem 2011) 

Sıçan eritrositleri 131 (David et al.1977) 

Sıçan karaciğeri 130 (David et al.1977) 

Sıçan meme bezleri 120 (David et al.1977) 

Fare karaciğeri 121 (David et al.1977) 

Tavşan karaciğeri 90 (Ozols 1993) 

Köpek karaciğeri 52,5 (Özer et al. 2002) 

Koyun eritrositi 67 (Beydemir 2002) 

Koyun lens 55 (Beydemir 2002) 

Koyun beyni 61,2 (Sengezer 2010) 

Sığır alyuvarı 114 (Levy 1979) 

Buffalo eritrositleri 64,5 (Ciftci et al. 2003) 

Domuz karaciğeri 133 (David et al.1977) 

Sığır eritrositi 114 (David et al.1977) 

İnsan karaciğeri 118 (David et al.1977) 

İnsan adrenali 113 (Levy 1979) 

İnsan trombositi 120 (Levy 1979) 

İnsan alyuvarı 120 (Levy 1979) 

İnsan plasentası 54 (Levy 1979) 
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Çizelge 5.2. Farklı türlere ait GR enziminin molekül kütleleri 

Enzim kaynağı Molekül kütlesi kDa Kaynak 

C. trutta böbrek 55  

C. trutta karaciğer 55  

C. trutta solungaç 50  

C. c. umbla böbrek 53  

C. c. umbla karaciğer 55  

C. c. umbla solungaç 50  

Gökkuşağı alabalığı karaciğer 52 (Tekman 2007) 

İnci kefali karaciğeri 55 (Altun 2010) 

İnci kefali eritrositi 55 (Altun 2010) 

Sıçan akciğeri 63 (Adem 2011) 

Sıçan kalbi 62 (Adem 2011) 

Sıçan karaciğeri 60 (Carlberg and Mannervik 1975) 

Sıçan böbreği 53 (Can 2010) 

Hindi karaciğeri 65 (Taşer 2010) 

Sığır karaciğeri 55 (Ulusu ve Tandoğan 2007) 

Sığır böbreği 56 (Ulusu ve Tandoğan 2007) 

Sığır beyni 55 (Gutterer et al. 1999) 

Fare karaciğeri 55 (López-Barea and Lee 1979) 

Kablumbağa karaciğeri 55 (Willmore and Storey 2007) 

Koyun beyni 64 (Açan 1990) 

İnsan jejunumu 56 (Öğüş and Özer 1991) 

İnsan alyuvarı 58 (Öğüş and Özer 1998) 

Metaller, önemli bir ekosistem bileşeni olan ve aynı zamanda besin kaynağı olarak 

kullanılan balıklarda, fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmaların bütünlüğünü 

bozabilmektedir (Hogstrand et al. 1999; Basha and Rani 2003). Bu bilgiler göz önüne 

alınarak çalışmamızda C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç 

dokularından saflaştırılan ve canlı metabolizması için son derece önemli olan G6PD ve 

GR enzimleri üzerine AgNO3, 3CdSO4.8H2O, Co(NO3)2.6H2O, CuSO4.5H2O, FeCl3, 

NiCl2.6H2O, Pb(NO3)2 ve ZnCl2 metallerinin in vitro etkileri araştırıldı. 



139 

 

Genel olarak kimyasal maddelerin enzimler üzerindeki inhibisyon etkileri IC50 (enzimin 

aktivitesini %50 inhibe eden ilaç konsantrasyonu) değeri olarak verilmektedir. Kinetik 

çalışmalarımız sırasında enzim aktivitesini inhibe eden metallerin IC50 değerleri de 

belirtilmiştir. Bilindiği gibi IC50 değeri küçük olan inhibitörün inhibisyon etkisi daha 

yüksektir. Bu sonuçlara göre C. trutta böbrek G6PD enzimi üzerine Cu
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, 

Ni
+2

 ve Fe
+3

 metallerinin inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 14,146, 

0,0023, 2,033, 2,656 ve 1,220 mM olarak belirlendi. C. trutta karaciğer G6PD enzimi 

üzerine Pb
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Ni

+2
 ve Fe

+3
 metallerinin inhibisyon etkisi gösterdiği ve 

sırasıyla IC50 değerleri 0,0814, 0,00871, 0,660, 1,947 ve 0,421 mM olarak belirlendi. C. 

trutta solungaç G6PD enzimi üzerine Cu
+2

, Ag
+
, Zn

+2
, Ni

+2
 ve Fe

+3
 metallerinin 

inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 10,046, 0,024, 1,773, 1,674 ve 

1,456 mM olarak belirlendi. 

 C. c. umbla böbrek G6PD enzimi üzerine Zn
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Ni

+2
 ve Cu

+2
 metallerinin 

inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 1,992, 0,00257, 0,507, 1,650 ve 

13,863 mM olarak belirlendi. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi üzerine Pb
+2

, Ag
+
, 

Cd
+2

, Ni
+2

 ve Cu
+2

 metallerinin inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 

0,118, 0,000377, 0,423, 1,819 ve 8,887 mM olarak belirlendi. C. c. umbla solungaç 

G6PD enzimi üzerine Pb
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Ni

+2
 ve Fe

+3
 metallerinin inhibisyon etkisi 

gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 0,096, 0,0353, 0,376, 1,487 ve 0,755 mM olarak 

belirlendi. 

C. trutta böbrek GR enzimi üzerine Ni
+2

, Ag
+
, Cu

+2
, Co

+2
 ve Zn

+2
 metallerinin 

inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 0,722, 0,00078, 0,731, 0,622 ve 

0,519 mM olarak belirlendi. C. trutta karaciğer GR enzimi üzerine Pb
+2

, Ag
+
, Ni

+2
, Co

+2
 

ve Cu
+2

 metallerinin inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 0,349, 

0,000437, 0,355, 0,217 ve 0,185 mM olarak belirlendi. C. trutta solungaç GR enzimi 

üzerine Pb
+2

, Ag
+
, Ni

+2
, Co

+2
 ve Zn

+2 
metallerinin inhibisyon etkisi gösterdiği ve 

sırasıyla IC50 değerleri 0,247, 0,000625, 0,220, 0,153 ve 0,216 mM olarak belirlendi. 
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C. c. umbla böbrek GR enzimi üzerine Pb
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Co

+2
 ve Zn

+2
 metallerinin 

inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerleri 0,0831, 0,00087, 0,559, 0,569 ve 

0,487 mM olarak belirlendi. C. c. umbla karaciğer GR enzimi üzerine Pb
+2

, Ag
+
, Ni

+2
, 

Co
+2

 ve Zn
+2

 metallerinin inhibisyon etkisi gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerlerinin 

0,0921, 0,000634, 0,987, 0,881 ve 3,194 mM olarak belirlendi. C. c. umbla solungaç 

GR enzimi üzerine Pb
+2

, Ag
+
, Cu

+2
, Co

+2
 ve Zn

+2 
metallerinin inhibisyon etkisi 

gösterdiği ve sırasıyla IC50 değerlerinin 0,944, 0,00968, 11,180, 0,844 ve 1,313 mM 

olarak belirlendi. 

C. trutta ve C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç dokularından saflaştırılan G6PD 

ve GR enzimi üzerine inhibisyon etkisi gösteren metal iyonları için Ki sabitlerinin 

belirlenmesi işleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanıldı (Segel 1975; Telefoncu 

1986). Bu deney sonucunda her inhibitörlü çalışma için 3 farklı sabit inhibitör 

konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] değerleri elde edilmiştir. Grafik çiziminde Microsoft-

Excel programından faydalanılmıştır. Ayrıca Ki sabiti küçük olan inhibitörün enzime 

ilgisi büyük olduğundan dolayı enzimin katalitik aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin 

büyük olacağı bilinmektedir. 

C. trutta böbrek G6PD enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Cu
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Ni

+2
 

ve Fe
+3

 metallerinin Ki değerleri sırasıyla 22,116±4,875, 0,00202±0,00048, 

0,394±0,253, 1,751±0,610 ve 0,171±0,0336 mM şeklindedir. Bununla beraber Cu
+2

, 

Ag
+
 ve Cd

+2
 metallerinin yarışmasız, Ni

+2
 ve Fe

+3
 metallerinin ise yarışmalı inhibisyon 

tipi sergilediği belirlendi. C. trutta karaciğer G6PD enzimi üzerinde inhibisyon etkisi 

gösteren Pb
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Ni

+2
 ve Fe

+3
 metallerinin Ki değerleri sırasıyla 0,0647±0,0221, 

0,00523±0,00168, 1,113±0,731, 1,955±0,650 ve 0,203±0,060 mM şeklindedir. Bununla 

beraber Ag
+
 ve Ni

+2
 metallerinin yarışmasız, Pb

+2
, Cd

+2
 ve Fe

+3
 metallerinin ise 

yarışmalı inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. C. trutta solungaç G6PD enzimi 

üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Zn
+2

, Ag
+
, Cu

+2
, Ni

+2
 ve Fe

+3
 metallerinin Ki 

değerleri sırasıyla 0,669±0,168, 0,0185±0,00272, 7,099±1,655, 1,003±0,35 ve 

0,528±0,116 mM şeklindedir. Bununla beraber Zn
+2

, Ag
+
, Cu

+2
 ve Ni

+2
 metallerinin 

yarışmasız, Fe
+3

 metalinin ise yarışmalı inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. 
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C. c. umbla böbrek G6PD enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Zn
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, 

Ni
+2

 ve Cu
+2

 metallerinin Ki değerleri sırasıyla 0,969±0,189, 0,000929±0,00044, 

0,526±0,0806, 0,932±0,0689 ve 0,146±0,0396 mM şeklindedir. Bununla beraber Zn
+2

 

ve Ag
+
 metalleri yarışmalı, Cd

+2
 ve Ni

+2
 metallerinin yarışmasız ve Cu

+2
 metalinin yarı 

yarışmalı inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. C. c. umbla karaciğer G6PD enzimi 

üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Pb
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Ni

+2
 ve Cu

+2
 metallerinin Ki 

değerleri sırasıyla 0,327±0,0536, 0,00014±0,0000423, 0,335±0,167, 1,828±1,142 ve 

4,287±0,197 mM şeklindedir. Bununla beraber Ag
+
 ve Cd

+2
 metalleri yarışmalı, Pb

+2
, 

Ni
+2

 ve Cu
+2

 metalleri yarışmasız inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. C. c. umbla 

solungaç G6PD enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Fe
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Ni

+2
 ve Pb

+2
 

metallerinin Ki değerleri sırasıyla 0,402±0,102, 0,019±0,00308, 0,318±0,00612, 

0,152±0,0481 ve 0,036±0,0099 mM şeklindedir. Bununla beraber Fe
+2

 ve Pb
+2

 metalleri 

yarışmalı, Cd
+2

 ve Ag
+
 metallerinin yarışmasız ve Ni

+2
 metalinin yarı yarışmalı 

inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. 

C. trutta böbrek GR enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Co
+2

, Ag
+
, Cu

+2
, Ni

+2
 ve 

Zn
+2

 metallerinin Ki değerleri sırasıyla 0,235±0,0267, 0,000394±0,0002, 

0,0255±0,00755, 0,279±0,0484 ve 0,382±0,024 mM şeklindedir. Bununla beraber Co
+2

, 

Ag
+
 ve Ni

+2
 metallerinin yarışmasız, Zn

+2
 metalinin yarışmalı ve Cu

+2
 metalinin ise yarı 

yarışmalı inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. C. trutta karaciğer GR enzimi üzerinde 

inhibisyon etkisi gösteren Pb
+2

, Ag
+
, Co

+2
, Ni

+2
 ve Cu

+2
 metallerinin Ki değerleri 

sırasıyla 0,151±0,0841, 0,00025±0,000128, 0,532±0,546, 0,0931±0,0202 ve 

0,123±0,0658 mM şeklindedir. Bununla beraber Pb
+2

 metalinin yarışmasız, Ag
+
 Co

+2
, 

Cu
+2

 ve Ni
+2

 metallerinin ise yarışmalı inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. C. trutta 

solungaç GR enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Zn
+2

, Ag
+
, Ni

+2
, Co

+2
 ve Pb

+2
 

metallerinin Ki değerleri sırasıyla 0,112± 0,0472, 0,00045± 0,00008, 0,182±0,138, 

0,128± 0,0363 ve 0,482±0,219 mM şeklindedir. Bununla beraber Ni
+2

, Ag
+
 ve Pb

+2
 

metallerinin yarışmasız, Co
+2

 ve Zn
+2

 metallerinin ise yarışmalı inhibisyon tipi 

sergilediği belirlendi. 
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C. c. umbla böbrek GR enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Co
+2

, Ag
+
, Cd

+2
, Pb

+2
 

ve Zn
+2

 metallerinin Ki değerleri sırasıyla 1,203±0,210, 0,000924±0,000481, 

0,824±0,124, 0,0428±0,0168 ve 0,124±0,0178 mM şeklindedir. Bununla beraber Co
+2

, 

Ag
+
 ve Cd

+2
 metallerinin yarışmasız, Pb

+2
 ve Zn

+2
 metallerinin ise yarışmalı inhibisyon 

tipi sergilediği belirlendi. C. c. umbla karaciğer GR enzimi üzerinde inhibisyon etkisi 

gösteren Pb
+2

, Ag
+
, Co

+2
, Ni

+2
 ve Zn

+2
 metallerinin Ki değerleri sırasıyla 

0,0613±0,0163, 0,000476±0,000156, 0,408±0,00911, 1,506±0,359 ve 2,304±0,486 mM 

şeklindedir. Bununla beraber Co
+2

, Zn
+2

 ve Ni
+2

 metallerinin yarışmasız, Pb
+2

 ve Ag
+
 

metallerinin ise yarışmalı inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. C. c. umbla solungaç GR 

enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Zn
+2

, Ag
+
, Cu

+2
, Co

+2
 ve Pb

+2
 metallerinin Ki 

değerleri sırasıyla 1,850±1,034, 0,00550±0,00096, 4,493±0,806, 0,921±0,196 ve 0,533± 

0,377 mM şeklindedir. Bununla beraber Zn
+2

, Ag
+
 ve Co

+2
 metallerinin yarışmasız, 

Cu
+2

 ve Pb
+2

 metallerinin ise yarışmalı inhibisyon tipi sergilediği belirlendi. 

Enzimler üzerine çevresel faktörlerden ısı, ışık, ağır metaller, pestisitler, ilaçlar ve diğer 

modülatörlerin çok değişik etkileri mevcuttur (Anderson and Duggan 1976). Sucul 

ekosistemin kirliliğine neden olan bu çevresel faktörlerin, özellikle ağır metallerin, balık 

dokularında bulunan enzimlerde meydana getirdiği değişimler birçok bilim insanı 

tarafından in vivo ve in vitro olarak araştırılmıştır. Örneğin; 

Tatlı su balığı Kızılgöz (Rutilus rutilus) balıklarında yapılan çalışmada, araştırmacılar 

balığın solungacında Ca
+2

-ATPaz aktivitesi üzerine Ca
+2

, Mg
+2

, Na
+2

 ve K
+
 iyonlarının 

etkilerini incelemiş ve 2 mM Ca
+2

 ve Mg
+2

 iyonlarının etkisinde enzimin yüksek oranda 

aktive olduğunu, Na
+
 ve K

+
 iyonları tarafından enzim aktivitesinin etkilenmediğini 

göstermişlerdir. Ayrıca in vitro şartlarda 10 μM derişiminin altında Cu
+2

, Pb
+2

, Zn
+2

 ve 

Hg
+2

 iyonlarının enzimi inhibe ettiğini, in vivo şartlarda 0,2 μM derişiminin altındaki 

Cu
+2

 iyonunun solungaç Ca
+2

-ATPaz enzimini aktive ettiğini kaydetmişlerdir (Shephard 

and Simkiss 1978). Sastry and Shukla (1994), Cd’un etkisine uzun bir süre bıraktıkları 

Benekli Kedi Balığı Corydoras punctatus’un karaciğerinde G6PD aktivitesi azalırken, 

GPT enzim aktivitesinin arttığını belirlemişlerdir. Sridevi et al. (1998), Cr’a maruz 

kalmış B. guerini’nin hepatopankreas ve solungaç dokularında G6PD ve SOD enzim 
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aktivitesinin arttığını saptamışlardır. Alkan (2005) yaptığı çalışmada gökkuşağı 

alabalıklarını 7 gün boyunca Cd, Cr, Se, Cd+Se ve Cr+Se maruz bırakmıştır. Çalışmada 

balıkların karaciğer ve solungaç dokularında selenyum bağımlı glutatyon peroksidaz 

(Se-GSHPx), SOD ve CAT aktivitelerini incelenmiştir. Çalışma sonucunda Cd, Cr, 

Cd+Se ve Cr+Se’a maruz kalmış grupların enzim aktivitelerinde kontrole göre 

düşüşlerin olduğunu belirlemiştir. Se metaline maruz kalmış grupta ise enzim 

aktivitelerinde önemli bir değişim belirlememiştir. 

Ahmad et al. (2006), yılan balıklarına (Anguilla anguilla) krom uygulamışlar ve 

solungaç ve böbrek dokularında CAT aktivitelerinde düşüşler olduğunu 

bildirilmişlerdir. Atlı et al. (2006) yapmış oldukları çalışmada Nil Tilapyası 

(Oreochromis niloticus) balıklarını 96 saat farklı konsantrasyonlarda Ag
+
, Cd

+2
, Cr

+6
, 

Cu
+2

 ve Zn
+2

 iyonlarına maruz bırakmışlar ve karaciğer, böbrek, solungaç, bağırsak ve 

beyin dokularında in vivo CAT aktivitesine bakmışlardır. Çalışma sonucunda 

karaciğerde metal iyonları CAT aktivitesini artırırken, sadece 0,5 mg/L 

konsantrasyonundaki Ag
+
 iyonu %44 oranında inhibisyona sebep olduğu tespit 

edilmiştir. Cd
+2

 ve Zn
2+

 iyonlarının solungaç CAT aktivitesine her hangi bir etki 

yapmadığı gözlenirken yine Ag
+
 ve Cr

+6
 metal iyonları %50’nin üzerinde CAT 

aktivitesini inhibisyona uğrattıkları belirlenmiştir. Böbrek, bağırsak ve beyin dokuları 

için de yaklaşık benzer sonuçlar alınmıştır. Vijayavel et al. (2006), 96 saat süreyle 1 

ppm, 2.5 ppm, ve 4 ppm bakırın etkisine bırakılmış Terapon jarbua’nın solungaç, 

karaciğer, böbrek, dalak, beyin ve kas dokularında SOD ve CAT aktivitelerinde azalma 

olduğunu gözlemişlerdir. Bhattacharya and Bhattacharya (2007) Kedi balığı türü olan 

Clarias batrachus’u arseniğe maruz bırakmışlardır. Çalışma sonucunda karaciğer SOD 

enzim aktivitesinin artığını, CAT enzim aktivitesinin azaldığını belirlemişlerdir. 

Atabeyoğlu (2011) gökkuşağı alabalıklarında belirli dozlarda uygulanan Cu, Zn, Ni ve 

Cd metallerinin balık karaciğer, kas ve böbrek dokularındaki CAT, SOD ve GSH-Px 

antioksidan enzimlerinin aktivitelerini incelemiştir. Çalışmada, gökkusağı 

alabalıklarında CAT aktivitesi için bakır uygulanmış karaciğer dokusu hariç diğer 

karaciğer dokularının CAT aktivitelerinde farklılık tespit etmiştir. CAT enzim 

aktiviteleri Cu ve Zn uygulanmış böbrek dokularında herhangi bir farklılık 
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bulamamıştır. Benzer şekilde Zn uygulanmış kas dokusu hariç diğer kas dokularının 

CAT aktivitelerinde herhangi bir farklılık belirlenmemiştir. Cu, Zn, Ni ve Cd 

metallerine maruz kalmış gökkuşağı alabalıklarının karaciğer ve kas dokularının SOD 

aktivitelerinde farklılık tespit edilememiştir. Cu ve Zn metaline maruz kalmış 

alabalıkların SOD aktiviteleri böbrek dokularında önemli bulunmuştur. GSH-Px 

aktivitesi Cu, Zn, Ni ve Cd’a maruz kalmış alabalıkların karaciğer dokularında farklı, 

kas dokularında ise farksız bulmuştur. Ni metaline maruz kalmış alabalıkların böbrek 

dokularında GSH-Px aktivitesi önemli bulunmuştur. 

Çiltaş et al. (2003) yaptıkları çalışmada 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi 

metodunu kullanarak gökkuşağı alabalığı eritrositinden G6PD enzimini saflaştırmışlar 

ve in vitro ve in vivo olarak Kloramin-T ve CuSO4’ün alabalık eritrositindeki G6PD 

enzimi üzerine etkilerine bakmıştırlar. Çalışma sonucunda In vitro olarak yapılan 

çalışmada Kloramin-T ve CuSO4 enzimi inhibe ederken, in vivo çalışmada, CuSO4 

enzimi inhibe etmiş, kloramin-T enzimi ise inhibe etmemiştir. Çiltaş et al. (2004) 

gökkuşağı alabalığı eritrositinden G6PD enzimi saflaştırarak, hipotermia, tranquil ve 

MS 222 maddelerinin G6PD enzimini inhibe ettiklerini tespit etmişlerdir. Ayrıca 

gökkuşağı alabalığı eritrositinden saflaştırılan G6PD enzimini; thiamphenicol, 

amikacin, gentamicin ve netilmicin antibiyotiklerinin inhibite ettikleri (Erdoğan et al. 

2004), hem in vivo hemde in vitro çalışma sonucunda amonyak ve ürenin enzimi inhibe 

ettikleri (Erdoğan et al. 2005), melatoninin in vivo ve in vitro olarak enzimi inhibe ettiği 

(Beydemir et al. 2005), deltamethrin, cypermethrin ve propoxur’un in vitro olarak 

enzimi inhibe ettikleri (Şentürk et al. 2009) belirlenmiştir. 

Çam (2011), çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer ve solungaç dokularından G6PD 

enzimini saflaştırmıştır. Saflaştırmayı, homojenatın hazırlanması, amonyum sülfat 

çöktürmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yöntemleri ile 

gerçekleştirmiştir. Çalışmada; çipura karaciğer G6PD enzimi üzerinde Ag
+
 ve Ni

+2
 

metallerin inhibisyon etkisi gösterdiği, Co
+2

, Al
+2

 ve Cu
+2

 metallerinin ise çipura 

karaciğer G6PD enzimi aktive ettiği bulunmuştur. Bununla birlikte solungaç G6PD 

enzimi üzerine Zn
+2

, Ni
+2

, Cd
+2

, Ag
+
,Cu

+2
,Al

+3
 metallerinin inhibisyon etkisi gösterdiği 
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Fe
+3

 metalinin ise enzimi aktive ettiği belirlenmiştir. Çomaklı et al. (2013), gökkuşağı 

alabalığı karaciğerinden G6PD enzimini %77 verimlilikle, 1444 kat saflaştırmışlardır. 

Ayrıca çalışmada, Ag
+
, Tl

+
, Co

+2
 ve As

+5
 metal iyonlarının enzime in vitro olarak 

etkisine bakılmıştır. Çalışma sonucunda, Ag
+
, Co

+2
 ve As

+5
 metal iyonlarının IC50 

değerleri sırasıyla, 0,0044, 0,084 ve 4,058 mM olarak belirlenirken, Ki değerleri 

sırasıyla 0,0052± 0,00042, 0,087± 0,0157 ve 4,833± 1,753 mM olarak tespit edilmiştir. 

Hu et al. (2013), Ot Sazanı (Ctenopharyngodon idella) hepatopankreasından G6PD 

enzimini 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve DEAE Sepharose Fast Flow 

iyon değişim kromatografisi metodlarını kullanarak saflaştırmıştır. Çalışmada bazı 

metallerin enzim üzerine IC50 ve Ki değerleride incelenmiştir. Zn
+2

, Mn
+2

, Al
+3

, Cu
+2

 ve 

Cd
+2

 metallerinin IC50 değerleri sırasıyla 0,42, 0,54, 0,94, 1,20 ve 4,17 mM olarak tespit 

edilmiştir. Bununla beraber çalışmada Zn
+2

, Al
+3

, Cu
+2

 ve Cd
+2

 metallerinin Ki değerleri 

sırasıyla 0,52, 1,12, 0,26 ve 4,8 mM olarak belirlenmiştir. 

Tekman (2007), gökkuşağı alabalık karaciğerinden GR enzimini saflaştırmıştır, 

karakterizasyonunu belirlemiş ve GR enzimi üzerine Hg
+2

, Cu
+2

, Fe
+3

, Al
+3

, Pb
+2

 ve 

Cd
+2

 metal iyonlarının inhibisyon etkileri incelenmiştir. Saflaştırma sonucunda, 13,957 

EÜ/mg protein spesifik aktivitesine sahip olan GR enzimini %47,28 verimle elde 

etmiştir. Ayrıca karaciğer dokusundan saflaştırılan GR enzimi üzerine Hg
+2

, Cu
+2

, Fe
+3

, 

Al
+3

, Pb
+2

 ve Cd
+2

 metal iyonlarının IC50 değerlerini sırasıyla; 0,509 mM, 0,082 mM, 

0,797 mM, 0,804 mM, 0,122 mM, 0,0655 mM olarak bulmuştur. Bununla beraber Cu
+2

 

ve Cd
+2

’ nin enzimi yarışmalı olarak inhibe ettiği belirlenmiştir. Altun (2010), İnci 

Kefali (Chalcalburnus tarichi, P-1811) karaciğer ve eritrositlerinden GR enzimini, 

2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi metodunu kullanarak saflaştırmış ve 

enzimin karakterizasyonunu belirlemiştir. Karaciğer ve eritrosit GR enzimlerinin 

saflaştırılması sırasıyla 4552 ve 7619 kat olarak gerçekleştirmiştir. Karaciğer ve eritrosit 

GR enzimleri için optimum sıcaklık, pH ve iyonik şiddet etkisini tespit etmiştir. SDS-

PAGE ile enzimlerin alt birimlerinin molekül ağırlıklarını 55 kDa olarak hesaplamıştır. 

Ayrıca İnci Kefali karaciğer ve eritrosit GR enzim aktiviteleri için amikasin, sefazolin, 

ivermektin ve kanamisin ilaçlarının etkilerini incelemiştir. Yarışmasız inhibisyon etkisi 

gösteren bu ilaçlar için Ki sabitleri ve I50 değerlerini hesaplamıştır. 
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Sonuç olarak çalışmamızda İç Anadolu, Doğu Anadolu ve Güneydoğu Anadolu 

Bölgelerinde yoğun şekilde avcılığı yapılan ve ekonomik öneme sahip olan C. trutta ve 

C. c. umbla böbrek, karaciğer ve solungaç dokularından G6PD ve GR enzimi, 

homojenat hazırlanması, amonyum sülfat çöktürmesi ve 2’,5’-ADP-Sepharose 4B 

afinite kromatografisi yöntemleri ile saflaştırılmıştır. Enzimlerin saflığını ve alt 

biriminin molekül ağırlığını SDS-PAGE ile tespit edilmiştir. SDS-PAGE 

uygulamasında enzimler tek bant olarak elde edildi. Ayrıca C. trutta ve C. c. umbla 

böbrek, karaciğer ve solungaç dokularında G6PD ve GR enzimi aktivitesi üzerine bazı 

metallerin (CuSO4.5H2O, ZnCl2, NiCl2.6H2O, 3CdSO4.8H2O, AgNO3, Pb(NO3)2, FeCl3, 

Co(NO3)2. 6H2O) inhibisyon etkisi araştırıldı ve düşük konsantrasyonlarda bile bu 

metallerin enzimi inhibisyona uğrattıkları tespit edildi. G6PD ve GR aktivitesinin 

inhibisyonu, Pentoz Fosfat Yolu’nda önemli rollere sahip olması ve antioksidan etkileri 

düşünüldüğünde tüm organizmalar için fizyolojik ve biyokimyasal olarak birçok anahtar 

fonksiyona sahiptir. Organizmalardaki bu doğal ürünlerin patofizyolojik etkilerini ve bu 

etkilerin tesirlerini açıklamak için toksikolojik ve klinik çalışmalar yapılmalıdır. G6PD 

ve GR eksikliğinin, en genel enzimopati olduğu gerçeği bu noktada unutulmamalıdır. 

Bu çalışmanın diğer bir önemi de, ülkemiz içsularında bulunan balıklar üzerine sadece 

gökkuşağı alabalıklarında enzim saflaştırma üzerine çalışmalar yapılırken diğer türler 

üzerine enzim saflaştırma çalışmaları yetersizdir. Bu çalışma ülkemiz içsularında doğal 

olarak bulunan ve insanlar tarafından severek tüketilen C. trutta ve C. c. umbla böbrek, 

karaciğer ve solungaç dokularından G6PD ve GR enzimi saflaştırılması bakımından ilk 

çalışmadır. Çalışmamızın, bundan sonra yapılacak özellikle farklı türdeki tatlısu 

balıklarında başta G6PD ve GR enzimi ile ilgili olmak üzere diğer enzim çalışmalarına 

temel oluşturacağı düşüncesindeyiz. Çalışmamızın bu anlamda literatüre de önemli bir 

katkı yapacağı ve toksikolojik alanda bu enzimler üzerine yapılacak çalışmalara temel 

teşkil edeceği kanaatindeyiz. Diğer bir husus ise enzim inhibisyonu gibi biyokimyasal 

değişiklikler çevresel sağlığın indikatörleri olarak kullanılmaktadır. Çünkü bu 

biyokimyasal değişiklikler suda yaşayan organizmalar üzerine kimyasalların zararlı 

etkilerinin gözlemlenmesinde hızlı ve hasas araçlardır. Bu nedenle G6PD ve GR enzimi 

çevresel kirliliğin kalitatif tayininde biyomarker olarak kullanılabileceği belirlenmiştir. 

Ağır metaller biyobirikime yatkın oldukları ve vücuda alınıp depolanmaları metabolize 

edilmelerinden daha hızlı olduğu göz önünde bulundurulursa bu çalışmanın litartüre 
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kattığı değer ortaya çıkmaktadır. Çünkü sucul ortamlarda yaşayan organizmalar 

bünyelerinde biriken ağır metalleri besin zinciri içerisinde, birbirlerine taşıyabildikleri 

gibi biriken bu ağır metaller ortamda yok olmayıp, çeşitli yollarla insanlara 

ulaşabilmekte ve bunun sonucu olarak insan sağlığını tehdit edip, bazen tehlikeli 

boyutlara ulaşabilmektedir. Bu çalışma kapsamında elde edilen veriler, günümüzde 

gelişen sanayiden dolayı su ve toprağa karışan metal iyonlarının canlılarda bulunan 

savunma sistemleri üzerinde olumsuz etki yaptıklarını göstermektedir. Dolayısıyla bu 

durum insan ve hayvan sağlığını tehdit etmektedir. Bu konuda ilgili kuruluşların 

denetimlerini gerektiği gibi yapmaları hususu önem arz etmektedir. 
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