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OZET

Doktora Tezi

Capoeta capoeta umbla ve Capoeta trutta’NIN SOLUNGAC, KARACIGER,
BOBREK DOKULARINDAN GLUKOZ 6-FOSFAT DEHIDROGENAZ iLE
GLUTATYON REDUKTAZ ENZIMLERININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
METALLERIN ENZIM AKTIiVITESi UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Muammer KIRICI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Muhammed ATAMANALP

Bu ¢alismada, Capoeta capoeta umbla ve Capoeta trutta bobrek, karaciger ve solungag
dokularindan metabolizma igin olduk¢a 6nemli olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-
glukoz-6-fosfat: NADP" oksidorediiktaz, EC 1.1.1.49; G6PD) ve glutatyon rediiktaz
(Glutatyon: NADP®, oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7.; GR) enzimleri ilk kez saflastirildi.
Saflagtirma iglemleri, homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2°,5’-
ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemleri ile gergeklestirildi. Capoeta
capoeta umbla bobrek, karaciger ve solungag¢ dokularindan G6PD enzimi sirasiyla
%22,7, %19,28, %23,15 verimle ve 402,14, 3353,19, 736,5 kat; Capoeta trutta bobrek,
karaciger ve solunga¢ dokularindan G6PD enzimi sirasiyla %20,38, %31,15, %34,43
verimle ve 576,65, 568,27, 803,9 kat; Capoeta capoeta umbla bobrek, karaciger ve
solunga¢ dokularmdan GR enzimi sirasiyla %23,09, %17,24, %48,74 verimle ve
389,18, 925,11, 1166,98 kat; Capoeta trutta bobrek, karaciger ve solungag dokularindan
GR enzimi sirastyla %35,4, %21,07, %38,8 verimle ve 794, 734,86, 910,05 Kat
saflagtirildi. Enzimlerin safligit SDS-PAGE ile kontrol edildi. Ayrica in vitro olarak bazi
metallerin (Cu*?, Zn*?, Ni*?, Cd*?, Ag*, Pb*?, Fe*®, Co™) saflastirilan enzim aktiviteleri
tizerine etkileri incelenerek inhibisyon gosteren metaller icin ICsp ve K; degerleri
hesapland1. Sonugta, Ag” iyonunun tiim balik dokularinda enzim aktiviteleri iizerine en
etkili inhibisyonu gosterdigi belirlendi.

2014, 167 sayfa
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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

Atatiirk 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 G6BPD 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?*, Zn**, Ni**, Cd**, Ag*, Pb**, Fe**, Co®*) on enzymes from
all tissues were investigated in vitro. I1Cso and K 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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ADP Adenozin difosfat

ATP Adenozin trifosfat

BSA Bovine serum albumin
DNA Deoksiribontikleikasit
DTNB 5,5'-ditiyobis

DTT Ditiyotreitol

EC Enzim komisyon numarast

EDTA Etilendiamin tetra asetik asit

El Enzim-Inhibitér kompleksi

ES Enzim-Substrat kompleksi

EU Enzim {initesi

FAD Flavin adenin diniikleotid

G6P Glukoz 6-fosfat

G6PD Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

GR Glutatyon rediiktaz

GSH Indirgenmis glutatyon

GSSG Yiikseltgenmis glutatyon

I Inhibitor

ICs0 Maksimum hiz1 yariya diigiiren inhibitdr konsantrasyonu
Ki Enzim inhibitor kompleksinin ayrigma sabiti

NADP* Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (okside form)
NADPH  Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (rediikte form)

nm Nanometre

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

PER Amonyum per siilfat
RNA Riboniikleik asit

ROT Reaktif oksijen tiirleri
rpm Devir/dakika

SDS Sodyum dodesil siilfat
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TCA Triklor asetik asit
TEMED  N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin
Tris Trihidroksimetil amino metan
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1. GIRIS

Cevre sorunlari, yasadigimiz ylizyillda ekolojik dengeyi tehdit eden ve bozulmasina
neden olan en 6nemli tehlikelerin baginda gelmektedir. Cevre sorunlar1 kentsel yasamin
baslamas1 ve insan niifusunun artmasi sonucu ortaya ¢ikmis ve sanayinin gelismesine
paralel olarak artmistir. Bu artis teknolojinin gelismesi ile biitiin toplumlar ig¢in
vazgegilmez bir amag ve siire¢ haline gelmistir. Ancak bu amag ve siirece bagl olarak
insanoglunun ekosisteme yaptig1 etkiler artmis ve Ozelliklede su kaynaklarini ve su

canlilarini tehdit eder boyutlara ulagmistir (Canpolat 2007).

Ekosistemde canlilar arasindaki dengeyi bozan Kkirleticileri organik ve inorganik
kirleticiler olarak siiflandirmak miimkiindiir. Bu kirleticiler metaller, pestisitler,
poliklorlu bifeniller, poliaromatik hidrokarbonlar olup organizmalara toksik etki
yapmaktadirlar (Taylan ve Ozkog 2007). Yapilan calismalarda genel olarak Kirleticiler;
kaliciliklari,  zehirlilik  dereceleri ve  biyoakiimiilatif  kapasitelerine  gore
siiflandirilmaktadir. Biitiin bu ozelliklerin hepsine sahip maddeler Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP) tarafindan “Kara Liste”
maddeleri olarak nitelendirilmektedir. Bu “Kara Liste” de, 114’i organik bilesikler,
13’ide agir metaller olmak tizere toplam 127 oncelikli kirletici bulunmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Cevre Programimin (UNEP) “Kara Liste”
ye aldigr agir metallerin, canlilara ve c¢evreye olduk¢a Onemli etkileri vardir.
Yasadigimiz ylizyilda ¢evreye onemli etkisi olan metal kirliliginin olusmasini saglayan
bes onemli kaynak vardir. Bunlar; jeolojik olaylar, maden filizleri ve metallerin
endiistriyel iiretimi, metal ve metal bilesiklerinin kullanimi, ¢6p ve kati atiklarin dogaya
bosaltilmasi, agir metal iceren hayvan ve insan atiklaridir (Alam et al. 2002; Liaghati et
al. 2003; lkem and Egiebor 2005).

Rainbow (1995)’a gore ¢evrede bulunan veya gevreye salinan metallerin ¢ogu sularda
birikerek kirlilige neden olur. Sulardaki bu kirlilik, ¢oziinme seklinde olabilecegi gibi,
¢oziinmeden sularin dibinde ¢okelme seklinde de olabilmektedir. Metaller, organik

kirleticiler gibi kimyasal ve biyolojik yollarla par¢alanmazlar, bir metal bilesigi baska



bir metal bilesigine doniisiir ve boylece metal iyonlart bulundugu ortamdan
kaybolmazlar (Taylan ve Ozkog 2007; Atabeyoglu 2011). Bu déniisme islemi sonucu ne
olursa olsun sucul ortamlarda bulunan metal iyonlari, ortamda yasayan organizmalarin
blinyelerinde birikerek besin zincirine dahil olurlar. Sucul organizmalar besin zinciri
icinde c¢esitli yollarla, metali birbirleri arasinda tasiyabildikleri gibi insanlarada
tagityabilmektedirler (Sekil 1.2). Bunun sonucu olarak metaller, insan sagligini tehdit

edip, bazen tehlikeli boyutlara ulasabilmektedir (Sarieyyiipoglu ve Say 1991).

Endiistriyel faaliyvetler,
Zirai atiklarin direkt desarji

v
Akarsu. nehir, gél veya halig

Diger su kiitlelen (sudaki birikim
¢oziinme seklinde. ¢okelme seklinde)

l

Inorganik kirlilik

| l

Kimyasal par¢alanma olmaz Biyolojik par¢alanma olmaz

Metal bilesigi baska bilesige doniisiir

Lo

Su Sediment Organizma

Sekil 1.1. Metalin su ortaminda izledigi yol (Rainbow 1995; Atabeyoglu 2011)



Onemli bir insan gidas1 olan baliklarda, agir metal birikimi {izerine ulusal ve uluslarasi
bircok kurulus g¢aligmalar yapip balik dokularina kabuledilebilir metal miktarlarini
belirlemislerdir. Bu kuruluslardan WHO (Diinya Saglik Orgiitii), EC (Avrupa Birligi
Komisyonu), MAFF (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, Ingiltere), Birlesmis
Milletler Cevre Programi1 (UNEP) ve Tiirk Gida Kodeksi (TGK) tarafindan belirtilen

balik dokularindaki bazi metallerin kabul edilebilir degerleri Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Uluslararasi standartlara gore balik dokularindaki bazi metallerin kabul
edilebilir degerleri (mg/kg) (Kiric1 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
Ikema and Egieborb
MAFF 1995 | 2.00 20 - - - 50
2005
UNEP 0.3 - - - 0.3 - UNEP 1985
TGK 0.2 20 - - 0.05 50 | TGK 2002
. KUCUK BALIKLAR ve
INSANLAR DIGER HAYVANLAR
r N
FITOPLANKTON
ZOOPLANKTON
BUYUK BALIKLAR « y

Sekil 1.2. Agir metallerin besin zinciriyle baliklara ve insanlara gegisi (Tumantozlu
2010; Atabeyoglu 2011)

Cesitli faktorler sonucu sucul ortamda bulunan agir metallerin toksisitesi; hedef

organizmanin tlirline, metalin davranisina, organizmanin yasam sathasina, pH,



¢cOziinmiis oksijen, sicaklik, baligin biiyiikliigiine oranla ¢dzeltinin hacmi, ¢ozeltinin
yenilenme frekansi, ¢ozeltideki diger maddeler ve sinerjik etki gibi faktorlere baglidir.
(Mutluay ve Demirak 1996; Kargin et al. 2001). Bununla birlikte metallerin toksik
etkileri; metalin kimyasal formuna, biyolojik bulunurluguna, alinim yoluna, metalin
aksiyon etkisine ve metabolizmasina, diger metallerle etkilesimine, metalin kisa ve uzun
donemli etkisine, toksik etkisini gosterecegi hedef bolgeye, hiicre ici fizyolojik
proseslere ve genetik adaptasyonlara baglidir. Sucul ortamda bulunan metallerin bu
toksik etkilerine karsi canlinin gosterdigi yanit mekanizmalar1 sunlardir; 6zel olarak
tretilen  organik  bilegiklerce metallerin  depolanmasi, hiicreler tarafindan
detoksifikasyon mekanizmasi ve metal iyonlarinin tekrardan disar1 atilmasiyla
olmaktadir (Firat 2007). Agir metallerin organizmalara toksik etkileri, ya enzimin aktif
bolgesinde yararli bir metalle yer degistirerek veya molekiil lizerinde aktif olmayan
bolgeye baglanarak yaptiklart saptanmistir (Viarengo 1985). Metaller organizmalarda,
proteinlerin imidazol, amino, siilfidril ve karboksil gruplarina baglandiklar1 belirtilmistir

(Murphy and Spiegel 1983; Viarengo 1985).

Yiiksek metal konsantrasyonlar1 su etkilerle toksisiteye neden olmaktadir:

1. Fosfat gruplar ve aktif ADP ya da ATP gruplariyla tepkimeye girerek
2. Gerekli 1yonlarla yer degistirerek

3. Hiicre zarlarinin gegirgenligini degistirerek

4. Siilfidril (-SH) gruplariyla tepkimeye girerek (Patra et al. 2004).
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Sekil 1.3. Toksik elementlerin organizmadaki fizyolojik yollar1 ve biyolojik yanitlari
(Kayhan vd 2009)

Agir metaller balik viicuduna solungag, deri veya sindirim yolu ile gecerler. Bunlarin
bir kismi idrar veya diski ile viicuttan uzaklastirilirlar. Sekil 1.4’de agir metallerin giris

ve ¢ikis yollar1 goriilmektedir.
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Sekil 1.4. Agir metallerin viicuda alinimi ve dagilimi (D6kmeci 1988)

Metallerin birgogu organizmanin yasami igin gerekli elementler olup (Na, Ca, Mg, Zn,
K, Mn, Cu, Co, Fe, Mo, ve Se) eksikliklerinde ¢esitli semptomatik bozukluklara, belirli
sinirlarin lizerine ¢iktiginda ise toksik etki gostererek organizmada Oliime varan

olumsuz etkilere neden olurlar (Sekil 1.3) (Sarieyyiipoglu ve Say 1991).

Sucul ortamda yiiksek oranda c¢oziinilirliige sahip olan ve organizmalar tarafindan
kolayca absorbe edilebilen agir metaller, gida zinciri igine dahil olduktan sonra canli
viicudunda yogun sekilde birikmesi sonucu canlilarda, 6zellikle de insanlarda 6nemli
saglik sorunlarina neden olmaktadirlar. Baz1 agir metallerin canlilarda neden oldugu

saglik sorunlar1 sunlardir:



Bakir (Cu): Tiim canli organizmalarin gereksinim duydugu bir iz element olan bakar,
tiim hiicrelerde pikomolar diizeyinde bulunmakla birlikte yaklagik 30 enzimin kofaktor
olarak bakir1 kullandigi belirlenmistir (Arellano et al. 1999). Hafif alkali sularda
hidroksit, ¢iiriiyen organik madde igeren sularda siilfiir seklinde ¢okelir. Bakir baliklar
ve kiigiik canlilar i¢in yiiksek derecede toksiktir. Alabaliklar i¢in toksite sinir1 0,14 mg
Cu/lt (bakir ¢oziinen tuz olarak suda bulunuyorsa) olup sert sularda zehir etkisi daha
azdir. Suda ¢6ziinmiis halde bulunan diger tuzlar bakirin zehir etkisini azaltir. 2,5 mg
Cu/lt yiiksek su bitkilerine zarar vermezken, igme sularinda en fazla 0,05 mg Cu/lt
bulunmalidir (Anonymous 2011). Ayrica bakirin subletal derisimlerinin baliklarda
biiylime, gelisme ve ilireme lizerine olumsuz etkiler yaptig1 bir ¢ok arastirict tarafindan
belirtilmistir (Buckley et al. 1982; Hilmy et al. 1985). Bakirin hiicrede selatlama
kapasitesinin iistiinde birikmesi durumunda ¢ok fazla sitotoksik oldugu, oksidatif strese
neden oldugu ve hiicresel diizeyde zarar verdigi de bilinmektedir. Kronik bakir
etkisindeki baliklarda; oksijen tiiketiminde artig, ylizme hizinda azalma, iyon
regulasyonunda degisiklikler, lenfosit diizeyinde azalma, notrofil diizeyinde artma,
bagisiklik sisteminde degisiklikler, enzim aktivitelerinde negatif etkiler gibi fizyolojik

degisiklikler meydana gelmektedir (Henczova et al. 2008).

Kursun (Pb): Organizmalarda herhangi bir biyolojik islevi bulunmayan kursun yer
kabugunda, kayalarda, toprakta ve suda dogal olarak bulunmaktadir. Dogal sularda
normal kursun diizeyleri 0.0006-0.12 mgL'1 arasindadir. Kursun su ortamina,
madencilik, komiir ve petrol yakitlarindan, ¢esitli yapistirict maddelerin imalinden,
kauguk sanayinden, benzin katki maddesi olarak, akii, boya ve pil yapimi gibi insan
aktiviteleri sonucu girmektedir (Berman 1980; Roger et al. 2003). Organizmalarda iz
miktarlarda bile gerekli olmayan kursunun diisiik diizeyleri iireme, biliylime ve davranis
degisikliklerine neden olmaktadir (Burden et al. 1998). Kursun baliklarda biiylime ve
eritrositlerde hem sentezinde goérev alan 6 aminolevulinik asit dehidrataz enzimi
(Burden et al. 1998), lipid peroksidazyon enzimi (Campana et al. 2003), anemi
rahatsizligi ve ALAD (Delta aminolevulinik asid dehidrataz) enziminin (Ruparelia et al.

1989) inhibiisyonuna neden oldugu belirtilmistir.



Kadmiyum (Cd): Yiiksek derecedeki toksik etkisi (Faroon et al. 1994), ¢cevredeki genis
yayilimi (Cinier et al. 1999) ve diisiikk diizeylerde bile organizmalara olumsuz etkileri
(Cope et al. 1994) nedeniyle 1993°te insanlar igin birinci dereceden kanserojenik
elemanlar grubuna dahil edilmistir. Kadmiyum endiistriyel aktiviteler (boya sanayisi,
plastikler ve akiimiilator {retiminde) (Drastichova et al. 2004), madencilik ve
uygulamalar1 ve pestisit olarak tarimsal kullanimina bagli olarak (Chowdhury et al.
2004) antropojenik kaynaklardan da su ortamlarina karigmaktadir. Kadmiyum c¢ok
diisiik diizeylerde su organizmalarinda Ca homeostasisinin bozulmasina, bdobrek,
solunga¢ ve bagirsak gibi organlarda histolojik ve morfolojik degisikliklere,
ekstraselular sivida iyon konsantrasyonunda dengesizlige ve osmoregiilasyon
kapasitesinde degisiklige neden olmaktadir (De la Torre et al. 2000). Kadmiyumun,
hiicre membranlarinin yapisinda degisikliklere, permeabilitesinin bozulmasina, birgok
enzimatik reaksiyonun degismesine ve yasamsal oneme sahip inorganik katyonlarin
diizeylerinde dengesizliklere neden oldugu da belirlenmistir (Suresh et al. 1995). Cd,
biyokimyasal diizeyde toksik etkisini DNA, RNA ve ribozom sentezini olumsuz
etkileyerek (Gerhard et al. 1998), bazi1 enzim aktivitesini engelleyerek (Doi et al. 1993),
ozmotik ve iyon dengesini bozarak (Heath 1987) ve immiin yanitlarda degisiklige neden
olarak (Saxena et al. 1992) gostermektedir. Ayrica baliklarda Cd’un toksik etkileri
sunlardir; baliklarin biiyiime ve gelisimini yavaslatir, karaciger, iireme, beyin ve sinir
sisteminde patolojik degisikliklere neden olur, solungaglarlardan Ca*? almimin engeller
ve solunga¢ lamelleri epitelyumunda erime, hipertropi ve kilcal damarlarda tikanma gibi
solungac¢ yapisinda patolojik degisikliklere, ayrica mukus salinimini arttirarak doku
diizeyinde hipoksiyaya neden olur, iskelet deformasyonununa yol agar (Cicik and Engin
2005). Cd’nin neden oldugu toksik etkilerin siiresi ve yogunlugu; ¢alisilan balik tiirine,
derisime ve etki siiresine bagli olmakla birlikte (Sorensen 1991; Heath 1995), Cd
dokularda 6nemli bir birikime sahip olmasi, ¢ok uzun bir siire viicutta kalabilmesi ve

atiliminin az olmasi dolayisiyla detoksifikasyonu da oldukga yavastir (Pitter 1999).

Cinko (Zn): Zn hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesi i¢in eser diizeyde gerekli bir
metaldir. Ancak belirli bir konsantrasyondan sonra baliklari da iceren sucul

organizmalar i¢in oldukca toksik olmaktadir. Cinko, hiicre boliinmesi, biiyiime ve



immiin sistemde biitiinleyici bir rol oynadigindan (Coleman 1992; Prasad 1995; Cousins
1998) tiim canli organizmalar i¢in gerekli bir iz elementtir (Eisler 1993). Ayn1 zamanda
Zn yaklasik 300 enzimin yapisina girer. Cinko tasiyan metallo enzimlerden karbonik
anhidraz, alkalin fosfataz, RNA ve DNA polimerazlar, alkol dehidrogenaz, glutamik asit
dehidrogenaz, siiperoksit dismutaz gibi pek ¢ok enzimin integral bir komponentidir.
Cinko igeren enzimlerin; karbonhidrat, lipid ve niikleik asit metabolizmasinda, protein
sentezinde Onemli fonksiyonlar1 vardir (Vallae 1959). Hiicrede ¢inko derisiminin
artmasi sonucu 6zellikle glutatyon rediiktaz (GR) 6nemli 6lgiide etkilenir. Cinko toksik
derisimlerde bulundugunda GR inhibisyonuna bagli olarak indirgenmis glutatyon
(GSH) derisiminde bir azalma olurken yiikseltgenmis glutatyonda (GSSG) ise bir artig
meydana gelir (Mize and Langdon 1962; Walther et al. 2000). Cinko, astrositlerde
GR’yi inaktive ederek GSSG: GSH oraninin artmasina ve hiicreigi reaktif oksijen tiirleri
(ROT) tiretimine neden olur (Bishop et al. 2007). Balik kanindaki total ¢inko diizeyi
0,013 (Grober-van Heerden et al. 1991) —-1,15 mM (Lovegrove and Eddy 1982)
arasinda degismektedir. Cinkonun baliklar tarafindan alinim diizeyi, derisime, etki
siiresine, baligin biiyiikliigline, suyun sertligine ve baligin beslenme diizeyine bagl
olarak degisiklik gostermektedir (Sorensen 1991). Cinko solungag, karaciger, bobrek,
kalp ve beyin gibi dokularda 6nemli miktarlarda birikim gostermektedir (Seghal and
Saxena 1986). Cinko ¢esitli enzimlerin baglanma bolgelerinde bulunan diger metallerle
yer degistirerek (Roche and Boge 1993), tiyol ve/veya bazi aminoasitlere baglanip
polipeptid zincirinde yapisal degisikliklere yol agarak (Kellogg and Hof 1996),
hiicrelerin enerji metabolizmasini etkileyerek (Borghesi and Lynes 1996) ve tiim
zarlardaki iyon-tasima kanallariyla etkilesime girerek (McGeer et al. 2000)

biyokimyasal diizeylerde toksik etkilerini gdstermektedir.

Nikel (Ni): Endistride sik¢a kullanilan bir metal olup alerjik 6zelliginin bulundugu ve
akciger kanserine neden oldugu bildirilmistir (Garner 2004; Costa et al. 2005). Redoks
aktif bir metal olan nikel peroksidasyona kars1 koruyucu hiicresel antioksidan savunma
mekanizmalarina zarar verir (Athar et al. 1987; Misra et al. 1990). Nikel hiicrede ROT
dretimini ve lipid peroksidasyonunu arttirarak redoks dengeyi bozar ve bunun

sonucunda hiicresel proteinlere zarar verir. Ayrica, siiperoksit dismutaz, Fe(ll)/alfa-
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ketoglutarat (alphaKG)-bagimli 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 tasmabildigi ve zararli etkiler
gosterebildiginden dolayr 6nemlidir. Civa inorganik form olarak balik tarafindan
almabilir. Fakat bunun temel yolu sedimentteki bakteriyel etkilerle metillestirilmis olan
civanin absorbsiyonudur (Lloyd 1992). Civa, 6liime, zayif gelismeye ve baliklarin
embriyo, larva ve gen¢ donemlerinde biiylimenin azalmasina sebep olabilir (Giil vd
2004). Fabrikalardan atilan civa, sedimentte mikroorganizmalar tarafindan metil civaya
(CHsHg™) déniisiir ve ¢ok toksik olan bu bilesik biyobirikim ve besin zinciri ile
insanlara ulagir (Begenirbes 2002). Agir metallerden kaynaklanan gida zehirlenmeleri
cok nadir goriilmekle birlikte, bu durum genelde ¢evresel kirlenmeden sonra meydana
gelmektedir. Boyle bir cevresel kirlenmenin en iyi bilinen 6rnegi 1932—-1955 yillan
arasinda Japonya’da meydana gelmistir. 1932'den itibaren, Japonya'da Chisso's
kimyasallar1 tarafindan civa i¢ceren lagim Minimata sahiline serbest birakilmisti ve bu da
civanin deniz lriinlerinin viicudunda birikmesine sebep olmustu. Daha sonra burada
yasayan halkta civa zehirlenmesi gézlenmis ve bunun nedeni olarak civa ile kirlenmis
baliklarin tiiketimi gosterilmisti. 1950'lerde bu bodlgede toplam 500 olim vakasi
kaydedildi. Bu olaydan sonra; Japonya, endiistri diinyasinin en kat1 ¢evresel kanunlarini

¢ikardi ve hastalik da Minimata sendromu olarak literatiire gegmis oldu (Anonim 2009).

Agir metallerin olumsuz etkilerinden biri de oksidatif reaksiyonlar: katalizleme ve
boylece ROT olusumuna neden olmasidir. ROT’lar; siiperoksit, singlet oksijen, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikallerinden olusmaktadir. ROT’lar oldukga yiiksek reaktif
bilesikler olup DNA, protein ve lipid gibi 6nemli biyolojik molekiillerin oksidasyonuna
ve islevlerinin bozulmasina neden olur (Yu 1994). ROT un zararh etkileri antioksidan
savunma sistemleri tarafindan nétralize edilmektedir. Saglikli bir hiicrede metabolik
tepkimeler sonucu olusan reaktif radikaller ile ¢esitli savunma mekanizmalar1 ile
olusturulan antioksidan molekiil diizeyi arasinda fizyolojik bir denge s6z konusudur

(Finkel and Holdbrook; Smith et al. 2004). Bu dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi
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oksidatif stres olarak tanimlanir (Sies 1997). Bu durum da hiicre islevlerinin bozulmasi,
apoptoz veya nekrozla sonuglanabilir. Dolayisiyla, antioksidan savunma sistemlerinin
islevselligi ve oksidanlar/antioksidanlar dengesinin saglanmasi hiicre i¢in yasamsal

Ooneme sahiptir (Nordberg and Arner 2001).

Daha yiiksek omurgalilarda oldugu gibi baliklarda da antioksidan savunma sistemleri;
hem siiperoksid 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 mekanizmas: tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu savunma sistemleri tiim dokular gibi kaninda 6nemli bir
savunma sistemini olusturmaktadir. Antioksidanlar, ROT olusumunu 6nleyerek ya da
ROT’lan etkisiz hale getirerek etkilerini gdstermektedir (Benzie 2000). Kirleticilerin
etkisine yanitta antioksidan sistem aktivasyonu ¢esitli balik tiirlerinde belirlenmistir
(Filno 1996; Hai et al. 1997; Ahmad et al. 2000). Enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistemler, metal iyonlar1 tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi
biyolojik savunmada o6nemli roller oynamaktadir (Lopes et al. 2001). Baliklarda
oksidatif stres biyomarkirlari &zellikle de antioksidan enzimler sulardaki kirliligin

indikatorleri olarak kullanilmaktadir (Pandey et al. 2003).

Antioksidan savunma sisteminin Onemli enzimlerinden biri olan glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz enzimi (E.C.1.1.49; G6PD) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk
basamagini katalizleyen anahtar bir enzimdir. Bu enzim NADP" varliginda glukoz 6-
fosfatin, 6-fosfoglukonata doniisiimiinii saglar ve hiicreler i¢in son derece 6nemli olan

NADPH olusur (Lehninger et al. 1993; Keha ve Kiifrevioglu 1997).

Canlilarda NADPH olusumu i¢in pentoz fosfat metabolik yolu ¢cok énemlidir ve G6PD
eksikliginde NADPH onemli 6lciide azalir. NADPH’1in en 6nemli rolii ise okside
glutatyonun (GSSG) indirgenmesini saglamaktir. Bu reaksiyon GR enzimi tarafindan
katalizlenir. GSH, serbest tiyol grubu ihtiva eden bir tripeptiddir. Serbest tiyol grubu,

proteinleri indirgenmis halde tutarak siilfhidril tamponu gdrevini goriir; ayni zamanda
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hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek detoksifikasyon
olaylarinda rol alir (Yiiregir vd 1988; Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

G6PD
Glukoz 6-fosfat + NADP® —— 6-Fosfoglukono o6-lakton + NADPH + H

Sekil 1.5. Glukoz 6-fosfat Dehidrogenazin katalizledigi reaksiyon

G6PD enziminin klinik 6nemi: G6PD eksikligi oksidan ajanlarin detoksifiye
edilmemesi sonucu olusan, hemolitik anemi ile karakterize genetik bir hastaliktir. GOPD
eksikligi, insanlarda en sik goriilen ve hastaliga neden olan bir enzim anomolisidir ve
diinyada 200 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir. Bu eksiklik, en fazla Orta Dogu,
tropikal Afrika, Asya ve Akdeniz Bolgesi’nde goriiliir. Bu X kromozomuna bagli enzim
eksikligi G6PD’yi kodlayan gendeki 400°den fazla farkli mutasyonun neden oldugu bir
grup eksikliktir. Bu mutasyonlarin sadece bazilar1 klinik bulgulara neden olur. G6PD
eksikligi olan kisilerin ¢ogunun hayat siireleri kronik hemolizden kaynaklanan
komplikasyonlar nedeniyle kisalir. G6PD eksikliginin bu olumsuz etkisi yasamdaki bir
avantaj ile dengelenmistir. Bu da mutasyonlu kadin tasiyicilarda, falsiparum malaria
(sitma)’ya karst direncin artmis olmasidir. G6PD aktivitesinin azalmasi, hiicrenin
NADPH olusturma yetenegini bozar. NADPH ise rediikte glutatyon havuzunun
stirdiiriilmesi i¢in mutlaka gereklidir. Bunun sonucunda, hiicre i¢cinde olusan serbest
radikallerin ve peroksitlerin hiicresel detoksifikasyonlarinda azalma olur. Glutatyon,
hemoglobin dahil, proteinlerin siilfidril gruplarinin rediikte durumda kalmalarina da
yardimcidir. Bu siilfidril gruplarin oksidasyonu sonucunda denatiire proteinler olusur.
Bunlar da c¢oziinmez kiitleler olusturarak eritrositlerin membranlarina tutunurlar.
Membran proteinlerinin daha ileri oksidasyonu ile eritrositler rijit ve deforme edilemez
hale gelirler. Boylece eritrositler dolasimdan, karaciger ve dalak makrofajlar1 tarafindan
uzaklagtirilirlar. G6PD eksikligi kisinin tiim hiicrelerinde olmasina ragmen eritrositlerde
daha agir seyreder. Ciinkii eritrositlerde NADPH iireten tek yol pentoz fosfat yoludur.
Diger dokular glutatyonu indirgenmis halde tutabilmek i¢in alternatif NADPH {iretim
kaynaklarma sahiptir (Champe and Harvey 2007).
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Glutatyon rediiktaz (Glutatyon; NADP® oksidorediiktaz, E.C: 1.8.1.7: GR)
flavoenzimlerin piridin-niikleotid disiilfit oksidorediiktaz ailesinin bir iyesidir. Bu
enzim glutatyon disiilfiti (GSSG), indirgenmis glutatyona (y-L-glutamil-L-sisteinil
glisin; GSH), NADPH yada NADH’1 bir indirgeyici ajan gibi kullanarak indirgenmesini
katalizler (Miiller 1992; Giil et al. 2000).

GR
GSSG+NAD(PH+H — » 2GSH +NAD(P)

Sekil 1.6. Glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon

GR enzimi, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesi sirasinda GPx
enzimi tarafindan GSSG’nin indirgenmesi reaksiyonunu katalizler. Bdylece
organizmada sinirli miktardaki GSH tekrar kullanima hazir hale gelmis olur. Fakat bu
reaksiyonun gergeklesmesi i¢in NADPH’a gereksinim duyulmaktadir. Gerekli olan
NADPH pentoz fosfat yolundan elde edilir. Burada G6PD enzimi ile GR enzimi
arasindaki iliski ortaya ¢ikar. G6PD enziminin g¢aliSmamasi, NADPH {iretimini,
NADPH miktarinin azalmasi GR enziminin islerligini; GR aktivitesinin diismesi de
GSH olusumunu etkiler (Akkus 1995; Ciftci et al. 2000; Keha ve Kiifrevioglu 2004).
GR enzimi daha ¢ok sitozole lokalize olmus dimer yapida bir enzimdir. Her bir alt
tinitesinde birer flavin adenin diniikleotid (FAD) bulunmaktadir. NADPH, FAD’i
indirgemekte, FAD’deki elektronlar da okside glutatyondaki disiilfiir kopriisiine
aktarilmaktadir. GR aktivitesi, NADPH kullanilarak GSSG’nin GSH’a indirgenmesi
sirasinda NADPH’ i oksidasyonunun spektrofotometrik olarak izlenmesi ile belirlenir.
GR enzimi hiicre i¢i GSH/GSSG oranm yiikselterek 6zellikle eritrositleri hemolizden
korur (Akkus 1995; Mullineaux et al. 1996; Lamotte et al. 2000; Reed 2001; Keha ve
Kiifrevioglu 2004; Biilbiil and Erat 2008). Anlasildigi gibi hiicre ortamindaki
GSH/GSSG oranin1 dengede tutmak GR enziminin katalizledigi reaksiyonun en 6nemli
hedeflerinden biridir. Bu oran kirmizi kan hiicrelerinde yaklasik olarak 500/1’dir.
Eritrositlerde GSH eksikligi zorunlu metabolik islemlerin ciddi bir sekilde bozulmasiyla
sonuglanir ve bu durum hemolize yol acar. Bu nedenle pentoz fosfat yolunun etkin

olarak calisabilmesi i¢in 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimiyle beraber bu yolun
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enzim aktivitelerinin yeterli miktarda olmasi gerekir (Montgomery 1996; Keha ve

Kiifrevioglu 2004).

G-6-PD
o 6-PGD
Glikoz ——— > Ribuloz-5-Fosfat

=

NADP™ NADPH

GSH Rediiktaz

/

GSH GSSG
HyOp —---*"f/: H,0
ROOH ROH

Sekil 1.7. Glutatyon rediiktaz enziminin reaksiyonlari

GSH, 1ilag ve detoksifikasyonu ve hidrojen peroksitlerin uzaklastiriimasi
reaksiyonlarinda dnemli bir role sahiptir. Bu rol 6zellikle karacigerde ¢ok dnemlidir.
Ciinkii detoksifikasyon olay1 karaciger mikrozomlarinda bulunan sitokrom P-450
sistemi tarafindan gergeklestirilir. Bu sistemin isleyisinde oksijen molekiiliine yeterli
miktarda elektron aktarilmazsa siiperoksit radikali (O;") veya peroksit (H20,) olusur.
Hiicrede bu zararli iyonlar1 zararsiz hale getirecek sistem mevcuttur. SOD ve CAT
enzimleri, hiicrede oksidatif strese sebep olan siiperoksit radikali ve peroksitin suya
donilismesine sebep olarak hiicre membrani proteinlerinin hasar gérmesini 6nlerler. Bu
enzimlerin fonksiyonu askorbik asit, GSH ve K vitamini tarafindan giiglendirilir. GR
enzimi klinik kimyada karaciger ve kanser hastaliklarinin belirlenmesinde, beslenmede,
riboflavin yetersizliginin Olglimiinde ve bazi genetik eksikliklerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Beutler 1969). Ayrica antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir

bileseni olan GR hiicrede serbest radikallerin lipid, protein ve DNA iizerinde
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olusturdugu zararl etkilerden korur. Hiicrede GR ve GSH eksikligi oksidatif hasara yol
acarak Alzheimer, Parkinson, karaciger ve akciger hastaliklari, kistik fibrozis, orak
hiicreli anemi, HIV, AIDS, kanser, ateroskleroz, felg, sizofreni, epilepsi ve diyabet gibi

birgok hastaliga neden olur (Townsend et al. 2003; Wu et al. 2004).

Ornegin: Malarya yaygin olarak Afrika ve Asya’min tropikal bélgeleri, Orta-Dogu ve
Akdeniz’in baz1 bolgelerinde goriilen yaklasik olarak 600 milyondan fazla sayida insani
etkileyen bir bulasici hastaliktir. Antimalaryal tedavilere gosterilen direng sebebiyle
6lim oran1 son yillarda artis gostermistir. Malarya hastaligina neden olan Plazmodyum
parazitleri reaktif oksijen tiirlerine kars1 korunmak i¢in antioksidan sisteme ve ozellikle
glutatyona ihtiya¢ duyarlar. Glutatyon, oksidatif hasara kars1 paraziti koruyarak hayatta
kalmasini saglar. GR glutatyonun indirgenmesini katalizleyen enzimdir bu nedenle
malaryal parazitler i¢in yasamsaldir. Enzim aktivitesinin kaybina neden olan GR
inhibitdrleri malarya hastaligina ve ilag direncine kars1 kullanilmaktadir. Antioksidatif
sistemdeki rolii nedeniyle GR antimalaryal ila¢ arastirmalarinin hedef enzimi olarak

goriilmektedir (Ereser 2010).

Yukarida goriildiigii lizere sucul ortamlarda cesitli faktorler sonucu bulunan agir
metallerin yol agtig1 kirlilik sonucu sucul ortamlar, canlilar i¢in zararl bir ortam haline
gelmekte ve canlinin hastalanmasina hatta 6lmesine neden olmaktadir. Sucul ortamda
bulunan bu agir metaller besin zinciri yoluyla canlilarda birikmekte ve insana kadar
ulagsmaktadir. Son yillarda sucul ortamdaki kirliliklerin etki mekanizmasimnin
aydinlatilmasina yonelik toksikoloji caligmalarinda molekiiler yontemlerin kullanilmasi
en ¢ok tercih edilen metotlardan biridir. Dolayisiyla toksikoloji ile ilgili yapilan
caligmalarda kirletici ve kimyasallarin sucul organizmalarin dokularina olan etkisinin

molekiiler olarak belirlenmesi biiylik 6nem arz etmektedir (Atabeyoglu 2011).

Diinyada omurgali hayvanlarin %42'sini olusturan baliklarin 40.000 civarinda tiirii
oldugu, bu sayinin %40 gibi biliyik bir bolimiini sazangillerin (Cyprinidae)
olusturdugu ileri siiriilmektedir (Celikkale 1991). Cyprinidae familyasina mensup

Capoeta genusu Giiney Cin, Kuzey Hindistan, Afganistan, Tiirkistan, Aral Goli,
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Ortadogu ve Anadolu'yu icermekte olup ¢ok genis bir cografyada dagilis
gostermektedir. Memleketimizin i¢ sularinda 5 tiirii (Capoeta capaeta, Capoeta trutta,
Capoeta barroisi, Capoeta pestai, Capaeta tinca) ve 6 alt tiiri (Capaeta capoeta
sieboldi, Capoeta capoeta umbla, Capoeta capoeta bergama, Capoeta capoeta
kasswigi, Capoeta capoeta angorae ve Capoeta capoeta capoeta) yasadigi
bildirilmektedir (Kuru 1975a; Geldiay ve Balik 1996).

Tirkiye i¢ su varligi yoniinden diinya ortalamasinin altinda olmasina karsin, bulundugu
bolge itibari ile zengin sayilabilecek kaynaklara sahiptir. Dogu Anadolu Bolgesi ise bu
bakimdan daha sansli bir bolgedir. Mevcut i¢ su potansiyelinin %35°1 ve tiir
zenginliginin %20’sine sahiptir (Akyurt vd 1990). Bolgedeki mevcut tiirlerin yalnizca
bir kac1 ekonomik anlamda avlanma kompozisyonuna girmekte (alabalik, inci kefali,
yayin, aynali sazan, siraz (C. c. umbla), karabalik (C. trutta) gibi) diger tiirler {izerinde
ciddiyetle durulmamaktadir. Mevcut tiirlerin iiretim potansiyelleri ve ekonomik
degerleri yani sira, ekolojik bakimdan onemleride dikkate alindiginda biitiin tiirlerin
calisilmasinin zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Bununla beraber gelecekte hangi
baliklarin daha stratejik noktalarda kullanilabilecegi de heniiz bilinmediginden biyolojik
zenginliklerimizin bir biitiin olarak ele alinip ¢alisilmasi kaginilmaz olmaktadir (Giines

2007).

C. trutta ve C. c. umbla, basta Firat ve Dicle nehir sisteminde olmak tizere Hazar golii,
Murat nehri, Karasu, Munzur suyu, Haman suyu, Batman suyu gibi Dogu ve
Gilineydogu Anadolu Boélgesindeki bir¢cok akarsu ve gollere yayilmistir (Geldiay ve
Balik 1996; Atay 1987). Avcilig1 yapilan ve ekonomik 6neme sahip C. trutta ve C. c.

umbla’nin sistematikteki yeri Cizelge 1.2’de verilmistir.
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Cizelge 1.2. C. c. umbla ve C. trutta’nin sistematikteki yeri (Ekingen 1988).

C. c. umbla C. trutta
Alem Animalia Animalia
Alt alem Metazoa Metazoa
Sube Chordata Chordata
Alt sube Vertebrata Vertebrata
Ust sinif Pisces Pisces
Grup Gnathostomata Gnathostomata
Sif Osteichthyes Osteichthyes
Alt sinif Actinoperygii Actinoperygii
Takim Cypriniformes Cypriniformes
Alt takim Cyprinoidei Cyprinoidei
Aile Cyprinidae Cyprinidae
Cins Capoeta Capoeta
Tiir Capoeta capoeta C. trutta (Heckel, 1843)
Alttiir C. c. umbla (Heckel, 1843)

C. c. umbla’nin belirgin 6zellikleri sunlardir; D III-1V/(8) 9-10; A I11/5; L. Lateral 73-
92 seklindedir. Viicut silindirik ve nispeten yanlardan basik, viicut uzunlugu (C. harig)
maksimum viicut yiiksekliginin 4,0-4,4 katidir. Viicut genellikle kiiciik pullarla
ortiilliidiir. Bir cift biyiklar1 olup, bas sivri, burun basik, agiz biiyiik, tist dudak iyi
gelismis ve alt dudak ise hi¢ gelismemistir. Dudaklar boynuzsu yapidaki sert deri ile
ortiiliidiir. Solunga¢ dikenleri 17-19 tanedir. Dorsal yilizgecteki dallanmamis son
kemiksi 151n ¢ok kuvvetli, fakat ucu oldukca incedir (Kuru 1975b). Kuyruk yiizgeci orta
derecede ¢atalli ve ylizge¢ loplarinin kenarlar sivri degildir. Diger ylizgeclerin serbest
kenarlar1 diize yakin dis biikeydir. Renk sirtta koyu esmer, yanlarda kahverengi, sari,
karin bolgesi cogu zaman kirli beyaz goriiniim olup periton ise daima siyah renklidir
(Coban 2010). C. c. umbla’nin en 6nemli 6zelliginden biri de farinks dislerinin 4.3.2-
2.3.4 seklinde ii¢ sirali olmasidir. Bu baligin eti kilgikli olmasma ragmen bolgesel

olarak avlanilmakta ve sevilerek tiiketilmektedir. Diger alttiirlerden basik burun, genis
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agiz ve dorsal yiizgecin kuvvetli bir sekilde dallanmis 1sinlar1 sayesinde ayrilir

(Celikkale 1988).

C. trutta’nin belirgin 6zellikleri sunlardir; viicut yanlardan yassilagsmis ve yiiksek yapilt
olup, orta biiyiikliikteki pullarla ortiiliidiir. Bas boyu maksimal viicut yiiksekliginden
daima kiiciiktiir ve standart boyda 4,5-5 defa vardir. Agiz kiigiik ve ventral konumlu
olup, koselerinde bir ¢ift kisa biyik tasir. Dorsal yiizgecin sonuncu kemik 1sininin ¢ok
fazla gelismis olmasi bu tiirli digerlerinden kolaylikla ayirir. Ciinkii bu 151 gayet iyi
kemiklesmis olup, posteriyor kenar1 boyunca ¢ok kuvvetli disler tasir ve uzunlugu
yumusak 1sinlarin yaklagik iki katina esittir. Renk sirtta koyu iken yanlarda ve karin
altinda gri-kahverengiye doniistir. Uzunlugu 50 cm kadar olabilir (Geldiay ve Balik
2007).

Bu calismamizda iilkemiz igsularinda yogun sekilde bulunan ve avlanarak insanlar
tarafindan tiiketilen, ekonomik degeri olan C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve
solunga¢ dokularindan G6PD ve GR enzimlerinin saflagtirilmasi amaglanmistir. Ayrica,
saflagtirma iglemlerinin ardindan dogada siklikla bulunan bazi agir metallerin enzimler

tizerine inhibisyon etkileri incelenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ulkemizde C. trutta ve C. c. umbla ile ilgili bircok calisma yapilmustir (K&priicii ve
Ozdemir 2003; Altun 2008; Kalkan 2008; Dagl1 ve Erdemli 2009; Patir vd 2009; Eroglu
2011; Kiric1 vd 2013b). Bu calismalar kisaca sunlardir; yas-boy iliskisi, yas-agirlik
iliskisi, boy-agirlik iliskisi, eseysel olgunluk ve iireme zamani, taksonomik 6zellikleri,
et verimi ve organlar1 arasindaki iliski, besin analizleri, yas tayinleri, mide muhteviyati

ve agir metal analizleri seklindedir (Celayir 2007).

Literatiirde, C. trutta ve C. c. umbla ile ilgili bir¢ok g¢alisma bulunmasina ragmen,
enzim saflastirmasiyla ilgili tek ¢alisma Kiric1 vd (2012) yaptiklari ¢alisma olarak tespit
edilmistir. Bu ¢alismada Kirict vd. 2012 yilinda C. ¢. umbla solunga¢ dokusundan
karbonik anhidraz (CA) enzimini saflastirmiglar ve bazi metallerin (Ni+2, Cd*?, Pb*? ve
Fe+3) bu enzim {izerine etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda Ni*%, Cd*?, Pb*? ve
Fe™ metallerinin enzimi inhibe ettigini  belirlemislerdir. Fe*, Cd™, Pb* ve Ni*?
metallerinin, ICsy degerlerini sirasiyla 0,136, 0,191, 0,289 ve 0,924 mM olarak; Ki
degerlerini de sirasiyla 0,105, 0,094, 0,158 ve 0,207 mM olarak tespit edilmislerdir.
Bununla beraber, Fe*3, Cd*?, Pb™ metallerini yarigmali inhibisyon, Ni*? metalini ise

yarigmasiz inhibisyon olarak belirlemislerdir.

G6PD ve GR enzimlerinin saflastirllmasinda diger enzim saflagtirma yontemlerinde
oldugu gibi agirlikli olarak kromatografik yontemler kullanilmaktadir. G6PD ve GR
enzimlerinin saflastirilmasinda en ¢ok kullanilan teknik afinite kromatografisidir.
Afinite kromatografisi, matrikse kovalent olarak bagli spesifik bir liganda
biyomolekiillerin tersinir olarak tutunmasi prensibine gore calisir. Ayrica saflastirma
icin iyon degisim kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografi teknikleri de kullanmilmistir. G6PD ve GR ig¢in en c¢ok afinite
kromatografisi kullanilmakla beraber, birkac teknigin birlikte kullanilmasiyla yapilan
saflastirma calismalar1 da bulunmaktadir. Ornegin; bir alg tiirii olan Spirulina

maxima’dan amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-seliiloz {izerinde iyon degisim
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kromatografisi ve 2',5-ADP Sepharose 4B iizerinde afinite kromatografisi uygulanmis
ve 1300 kat saflagtrma yapilmistir (Mannervik et al. 1976; Altun 2010).

Pentoz fosfat yolunun ilk ve diizenleyici enzimi olan G6PD enzimi 1931 yilinda
Warburg ve Christian tarafindan at eritrositlerinde kesfedilmis olup, bu enzime o
zamanlarda “Zwischenferment” adi verilmistir (Warburg and Christian 1931). Enzim
saf olarak ilk kez 1936 yilinda Brewers mayasindan Noltmann, Gubler ve Kuby
tarafindan kristal yapida elde edilmis (Noltmann et al. 1961; Yue et al. 1969), daha

sonra diger memeli eritrositlerinde kesfedilmistir (Hauschild et al. 2003).

1966 yilinda G6PD enzimi, Yoshida tarafindan insan eritrositlerinden homojen halde ve
en yliksek saflik derecesine sahip olarak (258.000 kat) saflagtirllmig ve spesifik
aktivitesi 750 U/mg protein olarak bulunmustur. Yoshida’ya gére G6PD enzimi en aktif
durumda hekzamer yapiya sahiptir (Yoshida 1966). Daha sonraki yillarda, ¢esitli
mikroorganizma, bitki ve hayvanlardan bu enzimin izolasyonu ve kinetik parametreleri
lizerine ¢aligmalar yapilmis, enzime ait molekiiler, katalitik ve diizenleyici 6zelliklerine

ait bilgiler elde edilmistir.

G6PD enzimi, Warburg ve Christian tarafindan at eritrositlerinde kesfedildigi 1931
yilindan giinlimiize kadar c¢esitli canli dokularindan saflastirilmis ve saflastirilan

enzimin bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir. Bu enzimin saflastirildigi bazi canlilar:

G6PD enziminin saflastirildigi insan dokulari; eritrositler (Yoshida 1966; Ciftci et al.
2000; Biiyiikokuroglu ve Siileyman 2001; Ozmen et al. 2005), trombositler, beyin,
bobrek ve karacigerden (Cho and Joshi 1990) ve plasentadan (Kahler and Kirkman
1983; Aksoy 1992) saflastirllmis ve bu dokularda bulunan enzimin bazi kinetik

ozellikleri incelenmistir.

G6PD enziminin saflastirildigt hayvan dokulari: koyun eritrositleri ve goz lensinden
(Beydemir 2002), s1g1r eritrositlerinden, adrenal korteksinden, lensinden (Yoshida 1970;

Ulusu et al. 1999), tavsan beyin korteksinden, ince bagirsagindan, eritrositleri ve
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retikiilositlerinden (Oertel and Benes 1972; Reilly and Allred 1995), tavsan karaciger
mikrozomundan ve kemik iliginden (Chilla et al. 1973), laktasyondaki sican meme
bezlerinden (Criss and McKerns 1968), domuz beyni, ince bagirsagi ve karacigerinden
(Cho and Joshi 1990; Velasco et al. 1994; Tappia et al. 1998), tavuk karacigerinden
(Erat 2005), fare bobrek ve karacigerinden (Corpas 1995), kopek karacigerinden
(Ninfali et al. 2001), sigan karacigeri ve beyninden (Jeffery et al. 1989; Capellaci et al.
2001), kaz eritrositlerinden (Beydemir et al. 2003), farkli metodlarla saflagtirilarak

kinetik 6zellikleri incelenmistir.

G6PD enziminin saflastirildig: bitkiler: bezelye yapraklarindan (Fickenser and Schiebe
1986), maydanoz yapraklarindan (Coban et al. 2002), 1spanaktan (Schnarrenberger et al.
1973; Lendzian 1980), musir yapraklarindan (Valenti 1984), soya fasulyesi
yapraklarindan (Robinson 2000), tiitiin yapraklarindan (Knight 2001), arpa
yapraklarindan (Semenihina 2001), patatesten (Wendt et al. 2000), bugday germinden
(Mirfakhrai and Auleb 1989), arpa ve arpa koklerinden (Esposito et al. 2003; Esposito
et al. 2005), soya fasulyesi yumrularindan (Hutchings et al. 2005), findik (Corylus
avellana L.) kotiledonlarindan (Gossling and Ross 1979), seftaliden (Wei-Fu et al.

2007) farkli metodlarla saflastirilarak g¢esitli kinetik 6zellikleri incelenmistir.

G6PD enziminin saflagtirildigi 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),

cesitli metodlarla saflagtirilmistir.

G6PD enzimi birgok balik dokusundan da saflastirilmis olup ¢esitli kinetik 6zellikleri
incelenmistir. Bu caligmalar; Ciltas et al. (2003) yaptiklar1 ¢aligmada 2°,5’-ADP

Sepharose 4B afinite kromatografisi metodunu kullanarak gokkusagir alabaligi



22

eritrositinden G6PD enzimini saflastirmiglar ve in vitro ve in vivo olarak Kloramin-T ve
CuSOy’iin alabalik eritrositindeki G6PD enzimi iizerine etkilerine bakmistirlar. Calisma
da enzim, %70,38 verimle 1,319 kat saflagtirilmistir. Bununla beraber spesifik aktivite
14,51 EU/mg protein olarak bulunmustur. In vitro olarak yapilan ¢alismada Kloramin-T
ve CuSO,4 enzimi inhibe ederken, in vivo ¢alismada, CuSO,4 enzimi inhibe etmis,

kloramin-T enzimi ise inhibe etmemistir.

Ciltas et al. (2004) yaptiklar1 baska bir ¢alismada gokkusagi alabaligi eritrositinden
G6PD enzimi saflastirarak, hipotermia, tranquil ve MS 222 maddelerinin G6PD enzimi
tizerine in vivo etkilerini incelenmislerdir. Calisma sonucunda hipotermia, tranquil ve

MS-222 maddeleri G6PD enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir.

Erdogan et al. (2004) 2’,5°-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi metodunu
kullanilarak gokkusagi alabalig eritrositinden G6PD enzimini saflagtirmistir. Yaptiklari
calismada gokkusagi alabaligi eritrositinden saflastirilan G6PD enzimi {izerine in vitro
olarak bazi antibiyotiklerin (thiamphenicol, amikacin, gentamicin ve netilmicin) etkisini

incelemistirler. In vitro olarak uygulanan tiim antibiyotikler enzimi inhibe etmistir.

Erdogan et al. (2005) benzer metodla gokkusag alabalig eritrositinden G6PD enzimini
%60 verimlilikle, 1600 kat olarak saflastirmis ve spesifik aktivite 16,7 EU/mg protein
olarak bulunmustur. Saflastirma sonucunda, amonyak ve {irenin in vivo ve in vitro
olarak G6PD enzimine etkisi incelenmistir. Hem in vivo hemde in vitro c¢alisma

sonucunda amonyak ve {irenin enzimi inhibe ettigini belirlemislerdir.

Beydemir et al. (2005) yaptiklar1 ¢alismada gokkusagi alabaligi eritrositinden G6PD
enzimi saflastirilmis ve in vivo ve in vitro olarak melatoninin enzim tiizerine etkisini
incelemislerdir. In vitro ¢alismada melatoninin 0,22 mM konsantrasyonuna kadar enzim
aktivitesinin yiikseldigi, 0,22 mM’ dan yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibisyonun
arttig1 goriilmistir. In vivo ¢alismada ise, baslangigta enzim aktivitesi 8,33+ 1,13 EU/g
olarak belirlenmistir. 10 mg/kg melatoninin injeksiyonundan 3 saat sonra enzimin

inhibe oldugunu belirlemislerdir.
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Bir diger arastirmada Sentiirk et al. (2009) in vivo ve in vitro olarak bazi pestisitlerin
(deltamethrin, cypermethrin ve propoxur) gokkusagi alabaliginin eritrositinde G6PD
enzimine etkisini incelemislerdir. In vitro c¢alismada saflastirma, homojenatin
hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisi yontemleri ile gerceklestirilmistir. Enzim %63 verimlilikle, 1691 kat
saflagtinnlmis ve spesifik aktivite 16,235 EU/mg protein olarak tespit edilmistir.
Cypermethrin ve propoxur, in vitro ¢alismada enzimi inhibe etmistir. Fakat deltamethrin

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

Cam (2011), cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger ve solunga¢ dokularindan G6PD
enzimini saflagtirmistir. Saflastirmayi, homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat
coktiirmesi ve 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemleri ile
gerceklestirmistir. Cipura karaciger ve solungac dokulari i¢in tiim saflagtirma islemleri
boyunca %verim ve saflastirma kat sayilar1 sirasiyla %54,6, %52,2,1864,3 ve 283,0
olarak tespit etmistir. Enzimlerin safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yapmis ve tek
bant elde etmistir. Ayrica bu ¢alismada; cipura karaciger G6PD enzimi iizerinde Ag" ve
Ni*? metallerin inhibisyon etkisi gosterdigi, Co*?, Al*? ve Cu*? metallerinin ise ¢ipura
karaciger G6PD enzimi aktive ettigi bulunmustur. Bununla birlikte solunga¢ G6PD
enzimi tizerine Zn*?, Ni*?, Cd", Ag®, Cu™ AI" metallerinin inhibisyon etkisi

gosterdigi Fe™® metalinin ise enzimi aktive ettigi belirlenmistir.

Comakli et al. (2013), gokkusagi alabaligi karacigerinden G6PD enzimini %77
verimlilikle, 1444 kat saflastirmiglardir. Calismada saflastirma islemi 2°,5°-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisi metodu ile yapilmistir. Enzimin optimum pH,
stabil pH, optimum sicaklik ve optimum iyonik siddeti belirlenmistir. Ayrica ¢aligmada,
Ag+, TI, Co™? ve As™ metal iyonlarinin enzime in vitro olarak etkisine bakilmistir.
Calisma sonucunda, Ag*, Co™ ve As*™ metal iyonlarmmn ICsy degerleri sirasiyla,
0,0044, 0,084 ve 4,058 mM olarak belirlenirken, K; degerleri sirasiyla 0,0052+ 0,00042,
0,087+ 0,0157 ve 4,833+ 1,753 mM olarak tespit edilmistir.



24

Hu et al. (2013), Ot Sazanmi (Ctenopharyngodon idella) hepatopankreasindan G6PD
enzimini 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve DEAE Sepharose Fast Flow
iyon degisim kromatografisi metodlarin1 kullanarak saflastirmistir. Enzim, %19,5
verimlilikle, 1,066 kat olarak saflastirilmis ve spesifik aktivite 18 EU/mg protein olarak
belirlenmistir. Ayrica ¢alismada bazi metallerin enzim iizerine 1Csp ve K; degerleride
incelenmistir. Zn*2, Mn*?, AI*®3, Cu*™ ve Cd*? metallerinin ICsg degerleri sirasiyla 0,42,
0,54, 0,94, 1,20 ve 4,17 mM olarak tespit edilmistir. Bununla beraber ¢alismada Zn*?,
Al Cu™ ve Cd*? metallerinin K; degerleri sirasiyla 0,52, 1,12, 0,26 ve 4,8 mM olarak

belirlenmistir.

GR enzimi ile ilgili ¢alismalar 1935 yilinda Meldrum ve Tarr tarafindan kanda GSSG’
nin indirgenmesinin ve NADPH’ nin bu sistemde kofaktdr oldugunun deneysel olarak
saptanmasi ile baglamistir (Meldrum and Tarr 1935). GR enzimi ilk defa 1951°de
tanimlanmistir. GR ilk olarak 1955 yilinda Asnis tarafindan Escherichia coli’ den
saflastirilmistir (Asnis 1955).

GR enzimi ilk olarak saflagtirildigi 1955 yilindan giliniimiize kadar pek ¢ok
mikroorganizma, bitki ve hayvan dokusundan saflastirilmisg, yapisal ve karakterizasyon
ozellikleri belirlenmistir. Insan eritrositlerden (Worthington and Rosemeyer 1976; Erat
2004; Erat and Ciftci 2006; Sentiirk et al. 2008; Akkemik et al. 2011), dana
karacigerinden (Carlberg and Mannervik 1981), buzag: karacigerinden (Le Trang et al.
1983), s1gir bobrek korteksinden (Ereser 2010), sigir eritrositinden (Erat et al. 2003),
sigir karacigerinden (Ulusu and Tandogan 2007), hindi karacigerinden (Taser and Ciftei
2012), koyun beyninden (Ag¢an and Tezcan 1989), domuz eritrositlerinden (Boggaram et
al. 1979), sigan bobreginden (Can 2010), sigan karacigerinden (Carlberg and Mannervik
1975; Adem and Ciftgi 2012), tavuk karacigerinden (Erat et al. 2005), birgok
mikroorganizmadan (Asnis 1955; Serrano and Rivas 1984; Jiang et al. 1995; Arias et al.
2010; Yadav et al. 2013), ¢ok sayida bitkiden (Bielawski and Joy 1986; Halliwell and
Gutteridge 1986; Mahan and Burke 1987; Lamotte et al. 2000; Jen Chen et al. 2009)

saflastirilarak 6zellikleri incelenmistir.
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Tekman (2007), gokkusag alabalik karacigerinden GR enzimini saflagtirmistir. 13,957
EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip olan GR enzimi %47,28 verimle elde etmistir.
Ayrica saflastirilan enzimin karakterizasyonunu belirlemis ve karaciger dokusundan
saflagtirilan GR enzimi iizerine Hg™?, Cu*?, Fe*, AlI"®, Pb™ ve Cd*? metal iyonlarinin
inhibisyon etkileri incelenmis ve ICsy degerleri sirasiyla; 0,509 mM, 0,082 mM, 0,797
mM, 0,804 mM, 0,122 mM, 0,0655 mM olarak bulunmustur. Ayrica Cu*? ve Cd*?’ nin

enzimi yarigmali olarak inhibe ettigi belirlenmistir.

Altun (2010), Inci Kefalinin (Chalcalburnus tarichi, P-1811) Kkaraciger ve
eritrositlerinden GR enzimini, 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
metodunu kullanarak saflastirmis ve enzimin karakterizasyonunu belirlemistir.
Karaciger ve eritrosit GR enzimlerinin saflastirilmasi sirasiyla 4552 ve 7619 kat olarak
gerceklestirmistir. Karaciger ve eritrosit GR enzimleri i¢in optimum sicaklik, pH ve
Iyonik siddet etkisini tespit etmistir. SDS-PAGE ile enzimlerin alt birimlerinin molekiil
agirliklarim 55 kDa olarak hesaplamistir. Ayrica Inci Kefalinin, karaciger ve eritrosit
GR enzim aktiviteleri i¢in amikasin, sefazolin, ivermektin ve kanamisin ilaglarinin
etkilerini incelemistir. Yarigsmasiz inhibisyon etkisi gosteren bu ilaglar i¢in K; sabitleri

ve I degerlerini hesaplamustir.

Ekinci and Sentiirk (2013) yaptiklar ¢calismada gokkusag alabaligi karacigerinden GR
enzimini saflastirarak, C0+2, Zn+2, Ca+2, Fe+2, Mn+2, Cr+3, Sn*? ve Mg+2 metal
iyonlarinin enzim tizerine etkilerini incelemislerdir. Calismada GR enzimi gékkusagi
alabalig1 karacigerinden %38,41 verimlilikle 1419 kat saflagtirllmis ve spesifik aktivite
22.846 U/mg protein olarak belirlemislerdir. Calisma sonucunda, Co*?, Zn*?, Ca*?, Fe*?,
Mn+2, Cr*® ve Sn*? metal iyonlarinin enzimi inhibe ettigi tespit edilmistir. C0+2, Zn+2,
Fe*? ve Cr'® metal iyonlarinin inhibisyon tiirii yarismali iken Ca*?, Mn*? ve Sn*

iyonlarinin inhibisyon tiiriinii yarsmasiz olarak belirlemislerdir.

Alak vd (2013), bir fungusit olan karboksinin gokkusagi alabaligi karacigerinde GR
enzimine yaptig: etkiyi inceledikleri ¢alismalarinda baliklarin 7 giin boyunca bu toksik

bilesigin 3,85 ppm’lik dozuna maruz birakmislar ve karacigerlerden alinan 6rneklerde
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GR enzimi Ol¢iimii yapimislardir. Calisma sonucunda, karboksine maruz birakilan
gokkusagi alabaliklarinin karacigerlerinde GR aktivitesinin onemli oranda (p<0,01)

artt1g1 ve bu tiirde oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Balik materyalinin temin edildigi yer

Balik materyali ornekleri, Bingdl ili Geng Ilgesinden gegen Murat nehrinde tek
istasyondan alind1 (Sekil 3.1). Murat nehri, Dogu Anadolu'da, Van G6lii'niin kuzeyinde
Aladag’dan ve Muratbasi Dagi’ndan ¢ikan kollarin birlesmesiyle olusan ve Batiya
dogru hareketle Bingél Ili Geng Ilgesinin kuzeyinden gegerek Keban Baraji’na akan 722
km uzunlugunda bir nehirdir. Bingél Ili i¢indeki toplam uzunlugu 96 km olup Bingdl

[linin en énemli su kaynagindan biridir.

Sekil 3.1. Balik materyalinin temin edildigi istasyon

3.1.2. Calismanin yiiriitiilldiigii yer

Murat Nehri’nde yakalanan baliklar Bingdl Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri
Boliimii Laboratuarina getirilerek bobrek, karaciger ve solunga¢ dokulari ¢ikarildi.
Cikarilan dokular -20°C’de muhafaza edildi. Soguk zincir kuralina gore c¢aligmanin

yapilacag1 Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Laboratuarma gotiiriildii ve
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kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi. Deneysel ¢alismalar, Atatiirk Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyokimya Laboratuart ve Su Uriinleri Fakiiltesi Biyoteknoloji

Laboratuarinda yiirtitiilmiistiir.

3.1.3. Balik materyali

I¢ sularimizda bulunan ve kaliteli gida kaynag: olarak insanlar tarafindan &zellikle g
Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bdlgesinde fazlaca tiiketilen C. c.
umbla (Sekil 3.2) ve C. trutta (Sekil 3.3) baliklar1 ¢alismada kullanildu.

Calismada, Cyprinidae familyasina ait olan 46 adet C. trutta ve 50 adet C. c. umbla
kullanildi. Baliklar, 5 kg agirliginda, 600 gozli, goz agikligi 15 mm olan el orgiisi

serpme ag ile avlandi.

Sekil 3.2. Capoeta capoeta umbla (Orjinal)
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Sekil 3.3. Capoeta trutta (Orjinal)

3.1.4. Su materyali

Balik materyallerinin temin edildigi istasyondan 2013 yilinda her ay diizenli olarak su

ornekleri alinarak su analizi yapildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Murat Nehri’nin bazi fiziksel ve kimyasal analiz sonuglari

§ Q g £ E £ g g
5 | S| . |83|5e| 2| 2|22|22|82|52|82| 2| 2|52
> = S z9 | 2o ~ ~ Rom= IS=y 2> | g > e = =)
< %4 <XE [B5&| = © Z E g E S>E | 2E| oF ] S = E
S o< .é = = = g = = nc: =| = = > N

oz Z = = 3 £
Ocak 0,0 | 804 | 11,20 | 393 | 0,09 | 256 | 38,71 | 0,125 | 828 | 4,09 | 23,13 | 17,31 | 0,010 | 26,74
Subat 15 | 848 | 11,56 | 475 0 1,96 | 50,48 | 0,016 | 364 | 3,73 | 37,41 | 18,81 | 0,004 | 22,83
Mart 30 | 7,99 | 12,47 | 321 0 2,18 | 42,65 0 2,41 | 3,95 | 32,21 | 19,74 | 0,001 | 21,85
Nisan 50 | 825 | 10,13 | 225 | 0,04 | 3,13 | 23,38 | 0,075 | 12,68 | 3,64 | 22,66 | 17,39 | 0,003 | 35,63

Mayis | 12,0 | 825 | 924 | 178 | 0,03 | 3,18 | 27,56 | 0,016 | 10,49 | 2,53 | 20,58 | 18,08 | 0,009 | 34,18

Haziran | 180 | 798 | 6,32 | 285 0 2,76 | 36,51 | 0,010 | 1047 | 297 | 19,59 | 21,68 | 0,023 | 30,16

Temmuz| 21,0 | 7,93 | 592 | 421 | 0,005 | 1,56 | 32,60 | 0,330 | 6,36 | 3,51 | 21,27 | 20,11 0 27,84

Agustos | 25,0 | 798 | 7,24 | 563 | 0,003 | 198 | 40,27 | 0,085 | 11,75 | 3,07 | 28,76 | 19,92 | 0,004 | 32,69

Eylil | 190 | 802 | 6,55 | 601 | 0,007 | 2,02 | 37,12 | 0,120 | 11,24 | 429 | 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

Kasim | 7,0 | 827 | 1054 | 629 | 0,06 | 2,24 | 2859 | 0,210 | 11,23 | 429 | 30,16 | 21,56 | 0,020 | 32,48

Aralbk | 2,0 | 818 | 12,01 | 427 | 0,12 | 2,45 | 1992 | 0,036 | 13,06 | 4,05 | 24,11 | 1832 | 0,016 | 31,33
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3.1.5. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalari, B-nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis
form) (NADPH), B-nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside form) (NADP®),
okside glutatyon (GSSG), indirgenmis glutatyon (GSH) ve etilendiamintetraasetikasit
(EDTA) Sigma Chemical Comp.’den; triklor asetik asit, sodyum hidroksit,
trihidroksimetilaminometan (Tris), amonyum siilfat, sodyum kloriir, sodyum asetat,
hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, sodyum azotiir, gliserin, potasyum fosfat, potasyum
bisfosfat, potasyum asetat, potasyum kloriir, 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 siilfat (SDS), Sephadex G-200, agar,
amonyum persiilfat, f-merkapto etanol ve 2°,5° ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan

temin edildi.

3.1.6. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf sudur. Arastirma siiresince kullanilan

cozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri asagidaki gibidir:

3.1.6.a. G6PD enzimi ¢calismalarinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 1M Tris-HCI+5 mM EDTA (pH=7,5) (Enzim aktivitesinde kullanilan tampon):
6,057 g (0,05 mol) Tris ve 0,0605 g (0,00025 mol) EDTA alinarak 40 ml destile suda
¢ozildii. HCI ¢ozeltisi ile pH 7,5’a ayarlandi. Daha sonra toplam hacim su ile 50 ml’ye
tamamlandi.

2. 0,2 M MgCl;, (Enzim aktivite 6lglimiinde kullanilan aktivator ¢ozeltisi): 0,475 g
MgCl; (0,005 mol) alinip hacmi destile suyla 50 ml ye tamamlandi.

3. 2 mM NADP" (Enzim aktivite dl¢iimiinde kullanilan ¢ozelti): 0,0765 g NADP”

(0,0001 mol) alinip hacmi destile su ile 50 ml ye tamamland.
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4. 6 mM G-6P (Enzimin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi): 0,091 g G-6P
(0,0003 mol) alinip hacmi destile su ile 50 ml’ ye tamamlandi.

5. 50 mM KH,PO, (pH=7,4) (Homojenat tamponu): 1,7 g KH,PO, alinarak pH=7,4"¢
ayarlandi. Toplam hacim destile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

6. 50 mM K-asetat+50 mM K-fosfat (pH=7,5) (Coziinmiis amonyum siilfat ¢okeleginin
diyalizi i¢in kullanilan tampon):2,45 g K-asetat (0,05 mol), 4,35 g K-fosfat (0,05 mol)
almarak 300 ml suda ¢oziildii, pH=7,5 ye ayarlandi ve toplam hacim 0,5 L’ye
tamamlandi.

7. 0,1 M K-asetat+0,1 M K-fosfat (pH=6,0) (Afinite kolonunun dengelenmesi ve
yikanmasi igin kullanilan 1.tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-fosfat (0,1
mol) karistmi 800 ml destile suda ¢oziildii. pH’s1 6.0’ya ayarlandiktan sonra toplam
hacim 1 L’ye tamamlandi.

8. 0,1 MK-fosfat+0,1 M KCI (pH=7,85) (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 2.tampon): 13,6 K-fosfat (0,1 mol) ve 7,45 g (0,1
mol) KCI karistminin hacmi destile su ile 800 ml’ye tamamlandi. pH’s1 7,85’e
ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

9. 0,1 M K-asetat+0,1 M K-fosfat (pH=7,85) (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 3.tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-
fosfat (0,1 mol) karistmi 800 ml destile suda ¢oziildii. pH’s1 7,85’e ayarlandiktan sonra
toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

10. 80 mM K-fosfat+80 mM KCI+0,5 mM NADP*+10 mM EDTA (pH=7,85) (Afinite
jeline tutunmus olan glukoz 6-fosfat dehidrogenazi eliie etmek i¢in kullanilan tampon):
5,44 g K-fosfat (0,04 mol), 2,98 g KCI (0,04 mol), 0,1913 g NADP" (0,025 mol) ve
1,21g EDTA (0,003 mol) karistirildi. pH=7,85 ‘e ayarlandiktan sonra toplam hacim su
ile 500 ml’ ye tamamland.

11. %0,02°1ik NaN3 c¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi icin
kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaN3; alinarak hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlandi.

12. 0,1 M Tris+0,5 M NaCl (pH=8,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu i¢in hazirlanan
tampon): 6,05 g Tris (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alinarak pH=8,5’e
ayarlandi. Toplam hacim destile su ile 500 ml’ ye tamamlandi.

13. 0,1 M Na-asetat+0,5 M NaCl (pH=4,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu i¢in
hazirlanan 2. tampon): 4,1 g Na-asetat (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alinip
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suda c¢oziildii, pH=4,5’¢ ayarlandi. Daha sonra toplam hacim su ile 500 ml’ ye

tamamlandi.

3.1.6.b. GR enzimi ¢alismalarinda kullanilan c¢ozeltiler

1. 50 mM Tris-HCI+1 mM EDTA (pH=8.0) (Enzim aktivite dl¢iimiinde kullanilan
tampon): 0,61 g (5 mmol) Tris ve 0,029 g (0,1 mmol) EDTA alinarak 90 ml destile suda
¢oziildii. HCI ¢ozeltisi ile pH=8,0’a ayarlandi. Daha sonra toplam hacim su ile 100
ml’ye tamamlandi.

2. 20 mM GSSG (Enzimin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi): 61,88 mg
okside glutatyon (0,1 mmol) alinarak bir miktar suda ¢6ziildii, toplam hacim suyla 5
ml’ye tamamlandi.

3. 2 mM NADPH (Enzim aktivite Ol¢iimiinde kullanilan ¢ézelti): 8,3 mg NADPH
(9,9x10"° mmol) alinarak bir miktar suda ¢oziildi. Suyla 5 ml’ye tamamlandi.

4. 50 mM KH,PO, (pH=7,5) (Homojenat tamponu): 0,68 g KH,PO, (5x10°mol) alinip
80 ml destile suda ¢oziildii. pH’s1 KOH ile 7,5’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim
destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

5. 10 mM Tris-HCI+1 mM EDTA (pH=7,5) (Diyaliz tamponu): 1,21 g Tris, 0,292 g
EDTA alinarak 975 ml suda ¢oziildii, pH=7,5’e ayarland1 ve toplam hacim 1 L’ye
tamamlandi.

6. 50 mM KH,PO,+#1 mM EDTA+1 mM DTT (pH=7,3) (Affinite kolonun
dengelenmesi ve numune tatbik ettikten sonra yikanmasi i¢in kullanilan 1.tampon): 6,8
g KH2PO4 (50 mmol), 0,292 g EDTA (1 mmol) ve 0,152 g DTT (1 mmol) alinarak 950
ml suda ¢oziildii. pH=7,3 e ayarlandiktan sonra 1 L’ye tamamlandi.

7. 0,1 M K-asetat+0,1 M K-fosfat (pH=6,0) (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 2. tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-
fosfat (0,1 mol) karigim1 800 ml destile suda ¢oziildii.pH’s1 6,0’a ayarlandiktan sonra
toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

8. 0,1 M K-fosfat+0,1 M KCI (pH=7,85) (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 3. tampon): 13,6 g K-fosfat (0,1 mol) ve 7,45 g
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(0,1 mol) KCI karisiminin hacmi destile su ile 800 ml’ye tamamlandi. pH’s1 7,85e
ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

9. 50 mM K-fosfat+1 mM EDTA+1 mM GSH+0,5 mM NADPH (pH=7,3) (Afinite
jeline tutunmus olan glutatyon rediiktaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon);
0,34 g K-fosfat, 0,0146 g EDTA, 0,0307 g GSH, 0,02075 g NADPH karisim1 45 ml
suda ¢oziildii. pH=7,3’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 ml’ye tamamlandi.

10. 0,1 M Tris+0,5 M NaCl (pH=8,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu i¢in hazirlanan
tampon): 6,05 g Tris (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alinarak pH=8,5’e
ayarlandi. Toplam hacim destile su ile 500 ml’ ye tamamlandi.

11. 0,1 M Na-asetat+0,5 M NaCl (pH=4,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu ig¢in
hazirlanan 2. tampon): 4,1 g Na-asetat (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alinip
suda c¢oziildii, pH=4,5’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim su ile 500 ml’ ye
tamamlandi.

12. %0,02’lik NaNj c¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi igin

kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaNj alinarak hacmi saf su ile 100 ml ye tamamland.

3.1.6.c. Elektroforez i¢in kullanilan cozeltiler

1. 1 M Tris-HCI (pH=8,0): 12,11 g Tris (0,1mol) tartilarak 80 ml suda ¢ozildi, pH
ayar1 1 M HCl ile ayarlandiktan sonra 100 ml’ye tamamland.

2. 1 M Tris-HCI (pH=6,0):12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildi, pH
ayar1 1 M HCl ayarlandiktan sonra 100 ml’ye tamamland.

3. %30 Akrilamid-%0,9 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 17 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 ml su kanistirilarak ¢oztldii.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi:1 g amonyum perstilfat tartilarak su ile 10
ml’ye tamamlandi.

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

6. Yiriitme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢oziildii; %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH=8,0’e ayarlandi1 ve toplam

hacim 500 ml’ye tamamlandi.
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7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH=8,3)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%100’ lik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak suyla 10
ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50 pl
olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jelde yiiriitiillen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
¢ozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde karistirilarak hazirlandi.
9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su igerisinde 0,1 g
coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢oziilmesiyle hazirlandi.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karistirilarak elde
edildi.

11. Antikoagulant ¢ozelti: 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 NaH,PO, H,O (15,94
mmol) ve 0,35 g adenin (2,6 mmol) tartilarak suda ¢oziildii ve 1 L’ye tamamlandi.

12. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %90’lik etanolde ¢6ziildii. Bu
cozeltiye %90°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi suyla 1 L’ye
tamamlandi.

13. %0,05°lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 16 ml 0,01 M NaOH
igerisinde ¢oziildii ve toplam hacim suyla 250 ml’ye tamamlandi.

14. C. trutta ve C. c. umbla dokularindan saflastirilan G6PD ve GR enzim aktivitesi

tizerine etkileri incelenen agir metallerin stok ¢ozeltileri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. G6PD ve GR enzim aktivitesi iizerine etkileri incelenen agir metallerin stok
¢ozeltileri

Madde Adi Stok Cozelti Madde Miktari Cozelti Miktar
Konsantrasyonu (mM) (9) (ml)
CuS0,.5H,0 100 0,249 10
ZnCl, 100 0,136 10
NiCl,.6H,0 100 0,237 10
3CdSs0,.8H,0 100 0,769 10
AgNO; 100 0,169 10
Pb(NO3), 100 0,331 10
FeCly 100 0,162 10
Co(NO3),. 6H,0 100 0,291 10
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3.2. Yontemler

3.2.1. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi

3.2.1.a. C. trutta ve C. c. umbla dokularinin temini ve homojenat hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan baliklar Bingdl ili Geng Ilgesinde gecen Murat nehrinden
yakalandi. Baliklar soguk zincir kuralina gore laboratuara getirilerek bobrek, karaciger
ve solungag dokular1 hizli bir sekilde ¢ikarildi. Kullanilacaklar siireye kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

Dokularla ¢alisilmaya baslandiginda doku ornekleri kan ve diger kirlilikleri elimine
etmek i¢in %0,9’luk NaCl ile 3 defa yikandi. Doku homojenatlarini hazirlamak igin, ilk
olarak dokular ultraturrax cihazi kullanilarak parcalandi. Boylece dokular oldukga
kiigiik parcalara ayrilmis oldu. Daha sonra sivi azot i¢inde parcalanarak, 3 ml/g olacak
sekilde 50 mM KH,PO, (pH=7,4) homojenat tampon ¢6zeltisinin i¢inde homojenize
edildi. Bu siispansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2 defa santrifiij edildi. Siipernatantlar

daha sonraki saflagtirma basamaklarinda kullanildi.

3.2.1.b. G6PD enziminin aktivite 6lciimii

Enzim aktivitesi UV-Vis spektrofotometrede oda sicakliginda Beutler metoduna goére
yapildi. Bu metoda gére; nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP"), glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz tarafindan glukoz 6-fosfat varliginda indirgenir. NADPH’1n olusum
orani glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesine bagimli olup 340 nm’deki absorbans

artisi ile Olgiilebilir.
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Cizelge 3.3. G6PD enziminin aktivite dl¢lim kiivet i¢erigi

Kontol kiiveti Numune kiiveti
S;%tglgll:r';[e Hacim(pl) Konsantrasyon Hacim(ul) | Konsantrasyon
1 M Tris-HCI, 5 100 0,1 M Tris, 0,5 mM 100 0,1 M Tris, 0,5
mM EDTA EDTA mM EDTA
0,1 M MgCl, 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 -

Cozeltiler kiivete konulduktan sonra kontrole karsi numunenin absorbans artiglar1 3

dakika stireyle 1 dakikada bir kaydedildi (Beutler 1971).

Enzim iinitesi hesaplanirken agagidaki formiil kullanildi.

B /ml = 22D VT s,
6,22 Vg

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi
AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi
6,22 : 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinksiyon katsayist)
V1 : Ol¢iimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi
Ve : Ol¢iimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek icin kullanilir)

3.2.1.c. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitler olduklari i¢in iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir
halde tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan cekilir ve
proteinler ¢oker (salting-out). Gergeklestirilen amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri

proteinlerin bu 6zellikleri esasina dayanmaktadir.
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C. trutta ve C. c. umbla dokularindan elde edilen G6PD enzim homojenati sirasiyla %0-
20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 araliklarinda katt amonyum stilfat ile
coktiiriildii. ¢oktiirme islemleri sirasinda 13000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij
yapildi. Her defasinda ¢okelekte ve siipernatantda enzim aktivitesine bakildi. Biitiin bu
islemler 4°C’de gergeklestirildi. Amonyum stilfat ¢oktlirmesi sirasinda homojenata kati
amonyum siilfat yavas yavas katildi ve her defasinda daha once katilan amonyum
siilfatin ¢0ziinmiis olmasina dikkat edildi. Amonyum siilfatin homojenatta ¢oziinme
islemi buz banyosunda manyetik karistirict ile yapildi. Kati amonyum siilfat miktari

asagidaki formiilden hesaplandi.

1,77XVX(S,-S1)
3,54-5S,

g(NH.),S04=

V : Enzim ¢6zeltisinin hacmi
S:1 : I’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

Sz : I’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Bu islemler sonucunda C. trutta dokulariyla yapilan ¢aligmalarda; C. trutta karaciger
G6PD aktivitesinin tamaminin %40-70 araliginda ¢oktiigli, C. trutta solungag G6PD
aktivitesinin tamaminin %30-60 araliginda c¢oktiigii ve C. trutta bobrek G6PD

aktivitesinin tamaminin %40-80 araliginda ¢oktigii belirlendi.

C. c. umbla dokulariyla yapilan ¢alismalarda; C. c. umbla karaciger G6PD aktivitesinin
tamamiin %30-80 araliginda ¢oktiigii, C. c. umbla solungag¢ G6PD aktivitesinin
tamaminin %40-80 araliginda ¢oktiigii ve C. c. umbla bobrek G6PD aktivitesinin

tamaminin %40-80 araliginda ¢oktiigi belirlendi.

C. trutta karaciger homojenatina %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha
sonra %70 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen

numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
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¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum siilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna kars1 diyaliz edildi. Diyaliz

islemi, 4°C’de gerceklestirildi.

C. trutta solunga¢ homojenatina %30 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha
sonra %60 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oOziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna karst diyaliz edildi. Diyaliz

islemi, 4°C’de gergeklestirildi.

C. trutta bobrek homojenatina %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha
sonra %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gerceklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum sitilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna kars1 diyaliz edildi. Diyaliz

islemi, 4°C’de gergeklestirildi.

C. c. umbla karaciger homojenatina %30 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.
Daha sonra %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) ¢oziildii.
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Amonyum siilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diigiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna kars1 diyaliz edildi. Diyaliz

islemi, 4°C’de gerceklestirildi.

C. c. umbla solunga¢ homojenatina %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Numune santrifiij tliplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.
Daha sonra %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gerceklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oOziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum stilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna kars1 diyaliz edildi. Diyaliz

islemi, 4°C’de gergeklestirildi.

C. c. umbla bobrek homojenatina %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha
sonra %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oOziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) ¢ozildii.
Amonyum stilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya caligildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna kars1 diyaliz edildi. Diyaliz

islemi, 4°C’de gergeklestirildi.

3.2.1.d. Afinite kolonunun hazirlanmasi

10 ml’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2'5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile kati maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trombu kullanilarak vakum ile

alindiktan sonra dengeleme tamponu (0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, pH=6,0) ilave
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edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan
sogutmali kolona paketlendi. Jel c¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla
dengeleme tamponu ile yikandi. Dengelemede ve yikamada akis hizi 50 ml/h

absorbansinin esitlenmesinden anlasildi. Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu.

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

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen derisiklestirilmis numune, 0,1 M K-
asetat/0,1 M K-fosfat (pH=6,0) tamponu ile dengelenmis kolona tatbik edildi. Daha
sonra kolon sirasiyla 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 KCI/0,1 M K-fosfat (pH=7,85)
¢ozeltisiyle yikandi. Dengeleme ve yikama hizi 50 ml/h’ya ayarlandi. Akis hizi
perilstaltik pompa ile kontrol altinda tutuldu. Bdylece enzimin biiyiikk bir kismi jele
tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Daha sonra 80 mM K-fosfat+80 mM
KCI+0,5 mM NADP*+10 mM EDTA (pH=7,85) ¢ozeltisi kolona uygulanarak enzim
eltie edildi. Eliisyonlar 1 ml olacak sekilde ependorf tiiplere alind1 ve herbirinde aktivite
ayr1 ayr Olciildi. Biitlin bu islemler esnasinda sicaklik 4°C kontrol altinda tutuldu
(Morelli et al. 1978; Ninfali et al. 1990). Elde edilen enzim ¢ozeltisi kinetik
caligmalarda kullanilmak {izere derin dondurucuda dondurularak saklandi. Bu
calismayla elde edilen enzim orneklerinin saf olup olmadiklarin1 kontrol etmek

amactyla SDS-PAGE yapilarak elektroforez bantlari elde edildi (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

3.2.2. Glutatyon reduktaz enziminin saflagtirilmasi

3.2.2.a. C. trutta ve C. c. umbla dokularinin temini ve homojenat hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan baliklar Bingdl ili Geng Ilgesinden gegen Murat nehrinden
yakalandi. Baliklar soguk zincir kuralina gore laboratuara getirilerek karaciger ve
solunga¢ dokular1 hizli bir sekilde c¢ikarildi. Kullanilacaklart siireye kadar -20°C

saklandi.
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Dokularla calisilmaya baslandiginda doku ornekleri kan ve diger kirlilikleri elimine
etmek i¢in %0,9’luk NaCl ile 3 defa yikandi. Doku homojenatlarini hazirlamak i¢in, ilk
olarak dokular ultraturrax cihazi kullanilarak parcalandi. Boylece dokular oldukca
kiiciik parcalara ayrilmis oldu. Daha sonra siv1 azot iginde parcalanarak, 3 ml/g olacak
sekilde 50 mM KH,PO, (pH=7,4) homojenat tampon ¢ozeltisinin iginde homojenize
edildi. Bu siispansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2 defa santrifiij edildi. Stipernatantlar

daha sonraki saflagtirma basamaklarinda kullanildi.

3.2.2.b. GR enziminin aktivite ol¢iimii

GSSG, NAD(P)H ile reaksiyona girerek 340 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
Reaksiyon ortamina katilan GR enzimi NAD(P)H’1n azalmasina sebep olmaktadir. Bu
azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmektedir (Carlberg and
Mannervik 1985).

Aktivite Olglimii  yapilirken hemolizat, amonyum siilfat ¢okelegi ve afinite

kromatografisi sonucu elde edilen eliisyonlar seyreltilmeden kullanildi.

Cizelge 3.4. GR enziminin aktivite 6l¢lim kiivet icerigi

Kontol kiiveti Numune kiiveti
Sz%l;;lgll:r';[e Hacim(ul) Konsantrasyon Hacim(pl) | Konsantrasyon
50 mM Tris-HCI, 100 5 mM Tris-HCI, 0,1mM 100 5 mM Tris-HClI,
ImM EDTA EDTA 0,1mM EDTA
20 mM GSSG 100 2mM 100 2mM
2 mM NADPH 100 0,2 mM 100 0,2 mM
Su 600 - 570 -
Enzim numunesi - - 30 -

Aktivite ol¢iim kiivetleri Cizelge 3.4’de gosterildigi sekilde 6nce enzim numunesi
katilmaksizin pipetlendi. U¢ dakika inkiibasyon yapildiktan sonra numune kiivete
pipetlenerek spektrofotometreye yerlestirildi ve okuma baglatildi. Baslangicta ve
dakikada bir olmak iizere {i¢ dakika boyunca absorbans degerleri kaydedildi (Calberg
and Mannervik 1985).
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Enzim iinitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi.

EU/ml = om x L x 5,
6,22 Vg

EU/ml : 1 mI’deki enzim {initesi
AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi
6,22 : 1 mM NADPH 1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinksiyon katsayisi)
V1 : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi
Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir)

3.2.2.c. Amonyum siilfat coktiirmesi ve diyaliz

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitler olduklar1 i¢in iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir
halde tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan g¢ekilir ve
proteinler ¢oker (salting-out). Gergeklestirilen amonyum siilfat ¢oktlirmesi deneyleri

proteinlerin bu 6zellikleri esasina dayanmaktadir.

C. c. umbla ve C. trutta dokularindan elde edilen GR enzim homojenati sirasiyla %0-20,
%20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 araliklarinda kati amonyum siilfat ile
coktiirlildii. ¢oktliirme islemleri sirasinda 13000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij
yapildi. Her defasinda ¢okelekte ve siipernatantda enzim aktivitesine bakildi. Biitiin bu
islemler 4°C’de gergeklestirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda homojenata kati
amonyum siilfat yavas yavas katildi ve her defasinda daha once katilan amonyum
stilfatin ¢ozlinmiis olmasina dikkat edildi. Amonyum siilfatin homojenatta ¢oziinme
islemi buz banyosunda manyetik karistirici ile yapildi. Kati amonyum siilfat miktar

asagidaki formiilden hesaplandi.
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1,77XVx(S,-S1)
3,545,

9(NH4).S0,=

V : Enzim ¢6zeltisinin hacmi
S; : 1’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Bu islemler sonucunda C. trutta dokulariyla yapilan ¢aligmalarda; C. trutta karaciger
GR aktivitesinin tamaminin %30-70 araliginda ¢oktiigii, C. trutta solungac GR
aktivitesinin tamaminin %20-70 arali§inda ¢oktiigli ve C. trutta bobrek GR aktivitesinin

tamaminin %40-70 araliginda ¢oktiigi belirlendi.

C. c. umbla dokulartyla yapilan ¢alismalarda; C. c¢. umbla karaciger GR aktivitesinin
tamamimin %30-80 araliginda ¢oktiigii, C. ¢. umbla solungag GR aktivitesinin
tamaminin %40-80 araliginda ¢oktiigii ve C. c. umbla bobrek GR aktivitesinin

tamaminin %40-80 araliginda ¢oktiigi belirlendi.

C. trutta karaciger homojenatina %30 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha
sonra %70 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum stilfat ¢oktiirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM
EDTA pH=7,5) kars1 2 defa degistirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz islemi,
4°C’de gergeklestirildi.

C. trutta solunga¢ homojenatina %20 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha

sonra %70 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
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numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM
EDTA pH=7,5) kars1 2 defa degistirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz islemi,
4°C’de gergeklestirildi.

C. trutta bobrek homojenatina %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha
sonra %70 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum stilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karigim diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM
EDTA pH=7,5) kars1 2 defa degistirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz islemi,
4°C’de gergeklestirildi.

C. c. umbla karaciger homojenatina %30 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Numune santrifiij tliplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.
Daha sonra %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oOziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) ¢ozildii.
Amonyum sitilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karigim diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM
EDTA pH=7,5) kars1 2 defa degistirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz islemi,
4°C’de gergeklestirildi.
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C. c. umbla solunga¢ homojenatina %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Numune santrifiij tliplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.
Daha sonra %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum siilfat ¢oktlirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM
EDTA pH=7,5) kars1 2 defa degistirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz islemi,
4°C’de gergeklestirildi.

C. c. umbla bobrek homojenatina %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Daha
sonra %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildi. Elde edilen
numune 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ¢okelek
¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH=7,4) c¢ozildii.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz
torbasina yerlestirilerek bir saat siireyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM
EDTA pH=7,5) kars1 2 defa degistirilerek diyaliz edildi (Simith 1987). Diyaliz islemi,
4°C’de gergeklestirildi.

3.2.2.d. Afinite kolonunun hazirlanmasi

10 ml’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2'5-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile kati maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birka¢c defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trombu kullanilarak vakum ile
alindiktan sonra dengeleme tamponu (0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, pH=6,0) ilave
edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan

sogutmali kolona paketlendi. Jel c¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla
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dengeleme tamponu ile yikandi. Dengelemede ve yikamada akis hizi 50 ml/h

absorbansinin esitlenmesinden anlasildi. Bdylece afinite kolonu hazirlanmis oldu.

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

Numune daha onceden dengeleme tamponu (50 mM KH,POs+1 mM EDTA+1 mM
DTT, pH=7,3) ile dengelenmis olan kolona yiiklendi. Daha sonra kolon sirasiyla 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
KCI+0,1 M K-fosfat (pH=7,85) ¢ozeltisiyle yikandi. Dengeleme ve yikama hizi 50
ml/h’ya ayarlandi. Akis hiz1 perilstaltik pompa ile kontrol altinda tutuldu. Boylece
enzimin biiylik bir kismi jele tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Daha
sonra 50 mM K-fosfat+1 mM EDTA+1 mM GSH+0,5 mM NADPH (pH=7,85)
¢ozeltisi kolona uygulanarak enzim eliie edildi. Eliisyonlar 1 ml olacak sekilde ependorf
tiplere alindi ve herbirinde aktivite ayr1 ayri Olgiildii. Biitiin bu islemler esnasinda
sicaklik 4°C kontrol altinda tutuldu (Danner et al. 1977; Boggaram et al. 1979; Carlbeg
and Mannervik 1981). Elde edilen enzim ¢ozeltisi kinetik ¢aligmalarda kullanilmak
tizere derin dondurucuda dondurularak saklandi. Bu calismayla elde edilen enzim
orneklerinin saf olup olmadiklarmi kontrol etmek amaciyla SDS-PAGE yapilarak
elektroforez bantlari elde edildi (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).

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

safliginin kontrolii

Enzim saflagtirildiktan sonra %3-8 kesikli SDS-PAGE Laemmli metoduna gore

yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalari once su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st iiste getirilerek kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 onleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektorle plakalarm arasia

list kesimde 2 c¢cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmasi beklendi, ayirma
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jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmas: igin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilagsmasi beklenirken islatilmis slizge¢ kagidi sistemin
tizerine kapatildi ve kurumasi Onlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
c¢ikartilarak numune kuyular1 belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin
alt ve list kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik 20 pg protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. Ug¢ dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta
20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip y1gildi. Sonra akim 100 volt’a
cikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve
sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme c¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel,
cikarilarak boyama ¢ozeltisine konuldu ve c¢alkalayici {izerinde 2 saat bekletildi. Jel
boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢ozeltisine konuldu. Rengi acilip, protein bantlar
belirginlesene kadar calkalayicida yikanan jel c¢ikarilarak fotografi ¢ekildi (Sekil 2.1-
2.4). Aymrma jeli soyle hazirlandi: 3,75 ml 1 M Tris-HCI (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 karigtirildi. Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,31 ml 1 M
Tris-HCI (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 karistirildi.

PER c¢ozeltisi taze hazirland1 ve karistirildiginda hemen dokiildii.
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Sekil 3.4. C. trutta bobrek, karaciger ve solunga¢ dokusundan saflastirilan G6PD

enziminin SDS-PAGE bandlar1
*1: Bobrek; 2, 5: Standart Proteinler; 3:Karaciger; 4:Solungag

Sekil 3.5. C. c. umbla bobrek, karaciger ve solungag dokusundan saflastiritlan G6PD

enziminin SDS-PAGE bandlari
1: Bobrek; 2, 5: Standart Proteinler; 3:Karaciger; 4:Solungag
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Sekil 3.6. C. trutta bobrek, solunga¢c ve karaciger dokularindan saflagtirilan GR

enziminin SDS-PAGE bandlart
*1: Bobrek; 2, 5: Standart Proteinler; 3: Solungag; 4: Karaciger).

Sekil 3.7. C. c¢. umbla solungag, bobrek ve karaciger dokusundan saflastirilan GR enziminin
SDS-PAGE bandlari
*1: Solungag; 2, 5: Standart Proteinler; 3: Bobrek; 4: Karaciger
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3.2.4. Bradford protein tayini

C. trutta ve C. c. umbla dokularmin homojenatlari, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, afinite
kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltilerindeki protein miktar1 bu yontemle
belirlendi. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250 negatif
bir yiike sahiptir ve protein tizerindeki pozitif ylike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465
nm) ve mavi (Amax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun
mavi forma donilislimiinii saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere hassasiyeti oldukca
azdir (1-100 pg arasi). Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder,
iki dakikada tamamlanir. Renk stabilitesi iki saat’in iizerinde devam edebilir (Bradford

1976).

Bu yontem ile protein tayini yapabilmek icin standart bir grafige ihtiya¢ vardir. Bu
amagla 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pul konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1
ml’ye tamamlandi ve 4900 pul Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilip
vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde
kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde
bulundugu tampondan ve 4900 ml Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisinden olusan
karisim kullanildi. Elde edilen sonucglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri standart grafik haline getirildi (Sekil 4.1).

C. trutta ve C. c. umbla dokularmmin homojenatlarindan ve adi gecen saflagtirma
basamaklarindan elde edilen enzim numunelerinden 0,1 ml tiiplere konularak {izerine
4900’er ml Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile
karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Her bir numuneden licer adet deneme yapilarak bu {i¢ degerin
aritmetik ortalamasindan gercek deger tespit edildi. Elde edilen bu degerlere gore

standart grafikten yararlanilarak protein miktarlar1 belirlendi.
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3.2.5. C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solungac G6PD ve GR enzim

aktiviteleri iizerine bazi metallerin etKilerinin belirlenmesi

C. trutta ve C. c. umbla karaciger, bobrek ve solungag G6PD ve GR enzim aktiviteleri
lizerine bazi metallerin etkilerinin belirlemek amaciyla kiivet ortamima degisik
konsantrasyonlarda metal ilave edilerek aktivite degerleri okundu. Kullanilan metallerin
farkli konsantrasyonlarini olusturmak icin stok c¢ozeltiler seyreltildi. Kullanilan stok
¢Ozelti hacmi gereken derisimi saglamadigi zaman kiivete katilan su hacmi azaltilarak

metal konsantrasyonu arttirildi. Bu sekilde gereken konsantrasyon ayarlanmis oldu.

3.2.6. inhibitor etkisi gosteren metaller icin ICsy ve K; degerlerinin belirlenmesine

ait cahismalar

Inhibitér caligmalariyla ilgili farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite ol¢iimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren metaller belirlendi. Bu metallerden inhibisyon etkisi
yiiksek olanlarin % Aktivite-[I] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden ICsg

degerleri hesaplandi.

ICso degerleri hesaplanan bazi metallerin K; degerlerini belirlemek amaciyla C. trutta ve
C. c. umbla bobrek, karaciger ve solungag G6PD ve GR enzim aktivitesini yariya
diistiren metal konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve dustiinde iki sabit metal
konsantrasyonlarinda uygun bes substrat konsantrasyonu ile aktivite 6l¢iimleri yapildi.
Calismalarda uygun bes farkli substrat konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n
deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk
grafikleri cizildi. Grafik denkleminde yarismali inhibisyon i¢in egime esit olan
Km/Vmax(1+[1]/Kj) ifadesinden, yarismasiz inhibisyon igin VmaX=V'maX(l+[I]/Ki)

formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford ydntemiyle
belirlendi. Standart grafik boliim 3.2.4°deki konuda anlatildigi gibi hazirlandi. Ham
homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, afinite kromatografisi sonucu elde edilen
enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayinin bu standart grafikten faydalanilarak
bulundu. Standart c¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil
4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik

4.2. C. trutta ve C. c. umbla Bobrek, Karaciger ve Solunga¢ G6PD Enzimlerinin

Saflastirilmasi Sonuglari

4.2.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonuclari

C. trutta ve C. c. umbla karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularindan elde edilen

homojenatlar, ardisik olarak %0 ile %80 arasindaki amonyum siilfat ¢oktiirmesi
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islemine (her seferinde doygunluk %10 artirilarak) tabi tutuldu. G6PD aktivitesi i¢eren
proteinlerin yogun olarak ¢okmeye basladigi %aralikla aktivitenin tamamina yakinin
coktiigli Yoaraliklar belirlendi. Bundan sonraki saflagtirma ¢alismalarinda, saflastirma
isleminde ilk basamak olarak belirlenen bu araliklarda amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Elde edilen ¢okelekler 13000 rpm de 15 dakika santrifiijlendi ve 1-2 mL’lik
homojenat tamponunda ¢oziilerek bir sonraki isleme hazir hale getirildi. C. trutta ve C.
c. umbla karaciger, bobrek ve solungag G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk
araliklan Cizelge 4.1-4.6 ve Sekil 4.2-4.7°de gosterilmistir.

C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme araligir %40-70 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. C. trutta karacigeri G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig:
tespitine yonelik aktivite-¢coktiirme araligi ¢izelgesi

Amonyum siilfat arahgi (%) | 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 |50-60 | 60-70
Siipernatant Aktivite (EU/ml) 0,420 | 0,404 | 0,328 | 0,192 | 0,171 | 0,082
Cokelti Aktivite (EU/ml) 0,160 | 0,169 | 0,178 | 0,441 | 0,420 | 0,429

H Siipernatant ® Cokelek
0,5

0,45

04
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

% 0-20 % 20-30 % 30-40 % 40-50 % 50-60 % 60-70

Aktivite (EU/mL)

o

Cokme Arahgi

Sekil 4.2. C. trutta karacigeri G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme aralig1 grafigi
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C. trutta solunga¢g G6PD enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %30-60 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.2. C. trutta solungac G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig:
tespitine yonelik aktivite-coktiirme araligi ¢izelgesi

Amonyum siilfat arahgi (%) 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60
Siipernatant Aktivite (EU/ml) | 0,266 | 0,210 | 0,176 | 0,143 | 0,079
Cokelti Aktivite (EU/ml) 0,051 | 0,094 | 0,129 | 0,123 | 0,560

0,6

05

04

0,3

Aktivite (EU/mL)

0,2

0

[EEN

Cokme Arahig

%30-40

@ Siipernatant @ Cokelek

%40-50

i-iiiiiii

% 0-20 %20-30

%50-60

Sekil 4.3. C. trutta solunga¢ G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢coktiirme aralig1 grafigi

C. trutta bobrek G6PD enzimi igin; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %40-80 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.3. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig:
tespitine yonelik aktivite-¢oktiirme aralig ¢izelgesi

Am"“y““‘(:/:)‘)lfat arab@ | 4 5 19030 | 30-40 |40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80

Siipernatant Aktivite |, )oo | 4170 [ 0356 | 0,308 | 0.162 | 0,146 | 0,049
(EU/ml)

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,045 | 0,099 | 0,151 | 0,434 | 0,450 | 0,456 |0.467
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Sekil 4.4. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-coktiirme aralig1 grafigi

C. c. umbla bobrek G6PD enzimi igin; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %40-80 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig
tespitine yonelik aktivite-¢coktiirme aralig1 ¢izelgesi

Am"“y““‘(j‘/:‘)lfat arabg@l | 4 50 | 20.30 |30-40 |40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80

Siipernatant Aktivite
(EU/ml)

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,052 | 0,151 | 0,182 | 0,281 | 0,559 | 0,582 | 0,605

0,530 | 0,502 | 0,486 | 0,384 | 0,205 | 0,104 | 0,079
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07 M Stipernatant ® Cokelek
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Sekil 4.5. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi igin amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-coktiirme aralig1 grafigi

C. c. umbla solunga¢ G6PD enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %40-80

olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5. C. c. umbla solunga¢ G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig
tespitine yonelik aktivite-¢coktiirme aralig1 ¢izelgesi

Amonyum siilfat aralig

o) 0-20 |20-30 | 30-40 |40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80
Siipernatant Aktivite | 509 | 399 | 0344 | 0388 | 0,357 | 0.169 | 0,033
(EU/mlI)

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,038 | 0,113 | 0,109 | 0,243 | 0,511 | 0,532 | 0,553
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Sekil 4.6. C. c. umbla solunga¢ G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-coktiirme aralig1 grafigi

C. c. umbla karaciger G6PD enzimi igin, amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %30-80

olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.6. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme araligi ¢izelgesi

Am"“y““‘((f/;‘)lfat arab@ | o4 | 2030 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80

Siipernatant Aktivite
(EU/ml)

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,050 | 0,111 | 0,239 | 0,365 | 0,481 | 0,502 | 0,524

0,288 | 0,385 | 0,309 | 0,262 | 0,205 | 0,133 | 0,064
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Sekil 4.7. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-coktiirme aralig1 grafigi

4.2.2. C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solunga¢ G6PD enziminin, 2',5’

ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile saflastirilmasi sonuclari

Calismada oOncelikle amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak enzimin ¢okme araligi
belirlenmis ve bu araliga gore saflagtirma caligmasina baslanmistir. Homojenat
hazirlanmasi, amonyut siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz iglemlerinden sonra numune, 2',5'
ADP Sepharose-4B afinite kolonuna yiiklenerek 2'5' ADP Sepharose-4B afinite
kromatografisi yontemiyle saflastirildi. Homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2',5'
ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi yontemiyle saflastirilan enzimler Bradford
metoduyla kantitatif protein tayini yapildi ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik
aktiviteler hesaplandi, saflastirma oranlari belirlendi ve bu oranlar Cizelge 4.7-4.12°de

verildi.
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Cizelge 4.7. C. trutta bobrek G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon
materyali ile saflastirilma basamaklari

- . Toplam | Toplam |Toplam Spe§if_ik
. .. | Aktivite | Protein . L - Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii .. Hacim Aktivite | Protein . .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg | Kkatsayis1 | Verim
(mi) (EV) (mg) :
protein)
Homojenat 0,473 2,26 335 15,85 75,71 0,209 1 100
Amonyum
 silfat. 0,605 1,26 8 4,84 10,08 0,48 23 30,54
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
SeF’gﬁ;‘ﬁ:"‘B 0807 | 0,067 4 323 | 00268 | 12052 | 57665 | 20,38
kromatografisi

Cizelge 4.8. C. trutta karaciger G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon
materyali ile saflastirilma basamaklari

Toplam | Toplam | Toplam Spesifik
. .. | Aktivite | Protein - L . Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii .. Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg katsayisi Verim
(ml) (EV) (mg) :
protein)
Homojenat 0,197 721 32 6,304 230,72 0,027 1 100
Amonyum
. sulfat 0384 | 12,84 8,5 3264 | 109,14 0,03 1,11 51,78
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
SepZﬁL?fS"‘B 0491 | 0,032 4 1,964 0,128 15,344 568,27 31,15
kromatografisi

Cizelge 4.9. C. trutta solungag G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon
materyali ile saflagtirilma basamaklari

L . Toplam | Toplam | Toplam Spesif_ik
. .. | Aktivite | Protein . L - Aktivite |Saflastirma %
Numune Tiirii .. Hacim Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg | katsayis1 | Verim
(ml) (EV) (mg) :
protein)
Homojenat 0,397 5,98 33 131 194,34 0,066 1 100
Amonyum
. ?.“lfat. 0,537 2,1 10 5,37 21 0,256 3,88 40,99
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepharose-4B | 5905 | 0,017 5 451 | 0085 | 5306 | 8039 | 3443
afinite
kromatografisi
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Cizelge 4.10. C. c. umbla bobrek G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite
kolon materyali ile saflastirilma basamaklari

- . Toplam | Toplam | Toplam Spe§if_ik
. .. | Aktivite | Protein - L - Aktivite |Saflastirma %
Numune Tiirii .. Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg | Kkatsayisi Verim
(ml) (EV) (mg) :
protein)
Homojenat 0,274 9,78 31 8,494 303,18 0,028 1 100
Amonyum
. Slfat 0462 | 142 6 2772 | 852 | 0,033 118 32,6
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepgz;‘i’ig"m 0,642 | 0,057 3 1926 | 0171 | 1126 | 40214 | 227
kromatografisi

Cizelge 4.11. C. c. umbla karaciger G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite
kolon materyali ile saflastirilma basamaklar1

L . Toplam | Toplam | Toplam Spegif_ik
. .. | Aktivite | Protein . L - Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii - Hacim | Aktivite | Protein p .
(EU/ml) | (mg/ml) (ml) (EV) (ma) (EU/mg katsayisi Verim
g protein)
Homojenat 0,535 57,07 33 17,655 | 1883,31 | 0,0094 1 100
Amonyum
siilfat
s . 0,747 55,76 8 5,976 446,08 0,013 1,38 33,85
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepgﬁ;?::_m 0,851 0,43 4 3,404 0,108 31,52 3353,19 19,28
kromatografisi

Cizelge 4.12. C. c. umbla solunga¢ G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite
kolon materyali ile saflastirilma basamaklari

Toplam | Toplam | Toplam Spesifik
. .. | Aktivite | Protein . L - Aktivite | Saflagtirma %
Numune Tiirii . Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg katsayisi Verim
(ml) (EV) (mg) :
protein)
Homojenat 0,286 9,13 30 8,58 273,9 0,031 1 100
Amonyum
_ sulfat 0613 | 1956 6 3678 | 1176 | 0,0313 1,01 42,87
¢oktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepgﬁ;?f:"m 0,662 0,029 3 1,086 | 0,087 22,83 736,5 23,15
kromatografisi
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4.2.3. Kinetik ¢alismalarin sonuglari

C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solunga¢c G6PD enzimi igin ayri ayri
olmak iizere calisilan metaller icin farkli metal konsantrasyonlarinda aktiviteler
bulunarak % Aktivite-[Metal] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.8-4.37) ve bu grafiklerden 1Cs
degerleri hesaplanarak Cizelge 4.13-4.18’de verildi. Ayrica inhibisyon etkisi gdsteren
metaller i¢in 5 sabit substrat ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonlarinda Lineweaver-
Burk grafikleri gizilerek (Sekil 4.38-4.67), bu grafiklerden her bir inhibitor i¢in K; sabiti
bulundu ve Cizelge 4.13-4.18’de verildi.
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Sekil 4.8. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in 5 farkli 3CdSO3.8H,0 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.9. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in 5 farkli AgNO3; konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.10. C. trutta bobrek G6PD enzimi igin 5 farkli CuSO4.5H,0 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.11. C. trutta bobrek G6PD enzimi igin 5 farkli FeClz konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.12. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,0 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.13. C. trutta karaciger GO6PD enzimi icin 5 farkli 3CdSO4.8H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.14. C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in 5 farkli AgNOj3 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.15. C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in 5 farkli FeCls konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.16. C. trutta karaciger GOPD enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.17. C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in 5 farkli Pb(NOj3), konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.18. C. trutta solunga¢ G6PD enzimi igin 5 farkli AgNO3; konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.19. C. trutta solungag G6PD enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi

120
100 y = 1000391
R2=10,985

80

60

%Aktivite

40

20

0 1 2 3 4 5 6
[ZnCl,] (mM)

Sekil 4.20. C. trutta solungag G6PD enzimi i¢in 5 farkli ZnCl, konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.21. C. trutta solungag G6PD enzimi i¢in 5 farkli CuSO4.5H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.22. C. trutta solunga¢ G6PD enzimi i¢in 5 farkli FeClz konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.23. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi igin 5 farkli 3CdS0O3.8H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.24. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi igin 5 farkli AgNO3; konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.25. C. c¢. umbla bobrek G6PD enzimi ic¢in 5 farkli CuSO4.5H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.26. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.27. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi i¢in 5 farkli ZnCl, konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.28. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in 5 farkli 3CdS0O3.8H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.29. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.30. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in 5 farkli CuSO4.5H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.31. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi igin 5 farkli NiCl,.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.32. C. c. umbla Kkaraciger G6PD enzimi i¢in 5 farkli Pb(NO3),
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi



74

120

100 y = 100e-19.62x
R2=0,995

80

60

%Aktivite

40

20

0 00l 002 003 004 005 006 007 008
[AGNO;] (mM)

Sekil 4.33. C. c. umbla solungag G6PD enzimi igin 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.34. C. ¢. umbla solunga¢ G6PD enzimi igin 5 farkli FeCl; konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.35. C. c. umbla solungag G6PD enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.36. C. c. umbla solungag G6PD enzimi igin 5 farkli 3CdS0,4.8H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.37. C. c. umbla solungag G6PD enzimi igin 5 farkli Pb(NO3),
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.38. C. trutta bobrek G6PD enzimi igin 3 sabit 3CdSO3.8H,0 igin 5 farkh
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.39. C. trutta bobrek G6PD enzimi icin 3 sabit AgNO3 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.40. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in 3 sabit CuSQ4.5H,0 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.41. C. trutta bobrek GO6PD enzimi icin 3 sabit FeCls i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

400
X
350 @ Kontrol
300
250 m[I1]=1 mM
§ 200 A[12]=2mM
150 X
X [13]=5 mM
100
50
I vz
-10 0 10 20 30 40
1/[S]

Sekil 4.42. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in 3 sabit NiCl,.6H,0 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.43. C. trutta karaciger G6PD enzimi igin 3 sabit 3CdSO3.8H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.44. C. trutta karaciger G6PD enzimi icin 3 sabit AgNO3 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.45. C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in 3 sabit FeCls i¢in 5 farkli substrat

konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.46. C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in 3 sabit NiCl,.6H,O igin 5 farkli

substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.47. C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in 3 sabit Pb(NO3); i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.48. C. trutta solunga¢ G6PD enzimi i¢in 3 sabit AgNOj3 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.49. C. trutta solungag G6PD enzimi i¢in 3 sabit NiCl,.6H,0 igin 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.50. C. trutta solungag G6PD enzimi i¢in 3 sabit ZnCl; i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.51. C. trutta solunga¢ G6PD enzimi i¢in 3 sabit CuSO4.5H,0 igin 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.52. C. trutta solungag G6PD enzimi igin 3 sabit FeCl; igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.53. C. ¢. umbla bobrek G6PD enzimi igin 3 sabit 3CdS03.8H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.54. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi igin 3 sabit AgNOj igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.55. C. ¢. umbla bobrek G6PD enzimi igin 3 sabit CuSO4.5H,0 igin 5 farkli

substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.56. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi igin 3 sabit NiCl,.6H,0 igin 5 farkli

substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.57. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi i¢in 3 sabit ZnCl, igin 5 farkli
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.58. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in 3 sabit 3CdSO3.8H,0 igin 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.59. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in 3 sabit AgNOs i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.60. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in 3 sabit CuSO4.5H,0 igin 5 farkli
Substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.61. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi i¢in 3 sabit NiCl,.6H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.62. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi igin 3 sabit Pb(NO3), i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri



89

80

70
60 @ Kontrol

W [11]=0,015 mM

v

A[12]=0,04 mM

% [13]=0,06 mM

43

1/[S]

Sekil 4.63. C. c. umbla solungag G6PD enzimi igin 3 sabit AgNO3 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.64. C. c. umbla solungag G6PD enzimi igin 3 sabit FeCls i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.65. C. c. umbla solungag G6PD enzimi igin 3 sabit NiCl,.6H,0 igin 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.66. C. c. umbla solunga¢ G6PD enzimi igin 3 sabit 3CdS04.8H,0 igin 5 farklh
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.67. C. c. umbla solungag¢ G6PD enzimi ig¢in 3 sabit Pb(NO3), i¢in 5 farkli

substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

Cizelge 4.13. C. trutta bobrek G6PD enzimi i¢in % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICs0 (MM) Ortalama Ki (mM) Inhibisyon Tipi
FeCls 1,220 0,171+ 0,034 Yarigsmali
AgNO3 0,0023 0,00202+ 0,00048 Yarigsmasiz
3CdS0,4.8H,0 2,033 0,394+ 0,253 Yarigsmasiz
NiCl,.6H,0 2,656 1,751+ 0,610 Yarigsmali
CuS0,4.5H,0 14,146 22,116+ 4,875 Yarigsmasiz

Cizelge 4.14. C. trutta karaciger G6PD enzimi i¢in % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICs (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
3CdS0,.8H,0 0,660 1,113+ 0,731 Yarismal
AgNO; 0,00871 0,00523+ 0,00168 Yarigsmasiz
NiCl,.6H,O 1,947 1,955+ 0,650 Yarigsmasiz
Pb(NOs), 0,081 0,065+ 0,022 Yarismali
FeCl; 0,421 0,203+ 0,060 Yarismal




Cizelge 4.15. C. trutta solungag G6PD enzimi i¢in % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
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grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller 1Cs0 (MM) Ortalama Ki (mM) | inhibisyon Tipi
AgNO; 0,024 0,0185+0,00272 Yarigsmasiz
ZnCl, 1,773 0,669+ 0,168 Yarismasiz
NiCl,.6H,0 1,674 1,003+ 0,350 Yarismasiz
CuS0,4.5H,0 10,046 7,099+ 1,655 Yarigsmasiz
FeCl; 1,456 0,528+ 0,116 Yarismal

Cizelge 4.16. C. c. umbla bobrek G6PD enzimi igin % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICs0 (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
ZnCl, 1,992 0,969+ 0,189 Yarismal
AgNO; 0,00257 0,000929+ 0,00044 Yarismali
3CdS0,4.8H,0 0,507 0,526+ 0,0806 Yarigsmasiz
NiCl,.6H,0O 1,650 0,932+ 0,0689 Yarismasiz

CuS0,4.5H,0 13,863 0,146+ 0,0396 Yar1 Yarigmali

Cizelge 4.17. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi igin % Aktivite-[I] ve Lineweaver-
Burk grafiklerinden elde edilen ICsq degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICso (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
Pb(NO3), 0,118 0,327+ 0,054 Yarismasiz
AgNO3 0,000377 0,00014=+ 0,0000423 Yarigmali
3CdS0,4.8H,0 0,423 0,335+ 0,167 Yarigsmali
NiCl,.6H,0 1,819 1,828+ 1,142 Yarigsmasiz
CuS0,4.5H,0 8,887 4,287+ 0,197 Yarismasiz

Cizelge 4.18. C. c. umbla solunga¢ G6PD enzimi i¢in % Aktivite-[I] ve Lineweaver-
Burk grafiklerinden elde edilen ICsy degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICs0 (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
FeCl; 0,755 0,402+ 0,102 Yarismali
AgNO; 0,0353 0,019+ 0,00308 Yarigsmasiz
NiCl,.6H,0 1,487 0,152+ 0,048 Yar1 Yarigmali
3CdS0,.8H,0 0,376 0,318+ 0,00612 Yarismasiz

Pb(NO3), 0,096 0,036+ 0,0099 Yarismal
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4.3. C. trutta ve C. c. umbla Bobrek, Karaciger ve Solunga¢ GR Enzimlerinin

Saflasgtirilmasi Sonuglari

4.3.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonuclari

C. trutta ve C. c. umbla karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularindan elde edilen
homojenatlar, ardigik olarak %0 ile %80 arasindaki amonyum siilfat ¢oktlirmesi
islemine (her seferinde doygunluk %10 artirilarak) tabi tutuldu. G6PD aktivitesi igeren
proteinlerin yogun olarak ¢okmeye basladigi %aralikla aktivitenin tamamina yakinin
coktiigii Yoaraliklar belirlendi. Bundan sonraki saflastirma ¢alismalarinda, saflastirma
isleminde ilk basamak olarak belirlenen bu araliklarda amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Elde edilen ¢okelekler 13000 rpm de 15 dakika santrifiijlendi ve 1-2 mL’lik
homojenat tamponunda ¢oziilerek bir sonraki isleme hazir hale getirildi. C. trutta ve C.
c. umbla bobrek, karaciger ve solungag GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk
araliklar1 Cizelge 4.19-4.24 ve Sekil 4.68-4.73’de gosterilmistir.

C. trutta bobrek GR enzimi igin; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %40-70 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.19. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢coktiirme aralig1 ¢izelgesi

Amonyum Siilfat Arahgi (%) | 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70
Siipernatant Aktivite (EI"J/ml) 0,345 | 0,363 | 0,348 | 0,289 0,211 0,015
Cokelti Aktivite (EU/ml) 0,053 | 0,094 | 0,138 | 0,268 | 0,718 | 0,449
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Sekil 4.68. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in amonyum stilfat doygunluk araligi tespitine
yonelik aktivite-¢oktlirme aralig1 grafigi

C. trutta karaciger GR enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %30-70 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.20. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig:
tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme araligi ¢izelgesi

Amonyum Siilfat Arahg (%) | 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70

Siipernatant Aktivite (EU/ml) | 0,431 | 0,372 | 0,301 | 0,232 | 0,111 | 0,056

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,073 | 0,114 | 0,234 | 0473 | 0,392 | 0571




95

E Siipernatant & Cokelek
0,6

Aktivite (EU/mL)

%0-20 %20-30 %30-40 %40-50 %50-60 %60-70

Cokme Arahgi
Sekil 4.69. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi

tespitine yonelik aktivite-¢oktiirme aralig1 grafigi

C. trutta solungag GR enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %20-70 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.21. C. trutta solunga¢ GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig:
tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme araligi ¢izelgesi

Amonyum Siilfat Arahg (%) | 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70

Siipernatant Aktivite (EU/ml) | 0,562 | 0,378 | 0,298 | 0,221 | 0,138 | 0,074
Cokelti Aktivite (EU/ml) 0,086 | 0,206 | 0,318 | 0,379 | 0,593 | 0,571
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H Siipernatant @ Cokelek
0,7

0,6

Aktivite (EU/mL)

%0-20 %20-30 %30-40 %40-50 %50-60 %60-70

Cokelek Arahg:
Sekil 4.70. C. trutta solunga¢ GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi

tespitine yonelik aktivite-¢oktiirme aralig1 grafigi

C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %40-80 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.22. C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme araligi ¢izelgesi

Amonyum Siilfat Arahg

o0 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80
Siipernatant Aktivite | 595 | 478 | 0307 | 0231 | 0186 | 0,104 | 0,063
(EU/mlI)

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,073 | 0,104 | 0,139 | 0,227 | 0,305 | 0,538 | 0,486
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® Siipernatant @ Cokelek
0,6

0,5
04
0,3

0,2

Aktivite (EU/mL)

0,1

%0-20 %20-30  %30-40  %40-50  %50-60  %60-70  %70-80
Cokme Arahg

Sekil 4.71. C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢oktiirme aralig1 grafigi

C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme aralig1 %40-80 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.23. C. c. umbla karaciger GR enzimi igin amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme araligi ¢izelgesi

Amonyum siilfat arahg:

o) 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80
Siipernatant Aktivite | ;3,5 | (369 | 0291 | 0124 | 0165 | 0105 | 0024
(EU/mI)

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,067 | 0,094 | 0,138 | 0,278 | 0,267 | 0,349 | 0,376
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 Siipernatant Cokelek
0,4

0,35

o
w

0,25

0,15
0,1
0,05

Aktivite (EU/mL)
o
N

%0-20  %20-30  %30-40  9%40-50 %50-60  %60-70  %70-80
Cokme Arahg

Sekil 4.72. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢oktiirme aralig1 grafigi

C. c. umbla solunga¢ GR enzimi i¢in; amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %30-80 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.24. C. c. umbla solunga¢ GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-¢coktlirme araligi ¢izelgesi

Amonyum siilfat arahg:

o) 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80
Siipernatant Aktivite | , )00 | (393 | 0275 | 0209 | 0179 | 0103 | 0074
(EU/mI)

Cokelti Aktivite (EU/ml) | 0,097 | 0,137 | 0,231 | 0,384 | 0,375 | 0,458 | 0,569
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H Siipernatant ® Cokelek
0,6

0,5
0,4
0,3

0,2

Aktivite (EU/mL)

01

%0-20 %20-30  %30-40  %40-50  %50-60  %60-70  %70-80
Cokme Arahg:

Sekil 4.73. C. c. umbla solunga¢ GR enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-coktiirme aralig1 grafigi

4.3.2. C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solunga¢ GR enziminin, 2',5'

ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile saflastirilmasi sonuclari

Calismada oOncelikle amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak enzimin ¢okme araligi
belirlenmis ve bu araliga gore saflagtirma calismasina baslanmistir. Homojenat
hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemlerinden sonra numune, 2',5'
ADP Sepharose-4B afinite kolonuna yiiklenerek 2'5' ADP Sepharose-4B afinite
kromatografisi yontemiyle saflastirildi. Homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2',5'
ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi yontemiyle saflastirilan enzimler Bradford
metoduyla kantitatif protein tayini yapildi ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik
aktiviteler hesaplandi, saflastirma oranlari belirlendi ve bu oranlar Cizelge 4.25-

4.30°de verildi.
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Cizelge 4.25. C. trutta bobrek GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon
materyali ile saflastirilma basamaklari

kromatografisi

L . Toplam | Toplam | Toplam Spegifik
. .. | Aktivite | Protein . L - Aktivite | Saflagtirma %
Numune Tiirii .. Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg katsayisi Verim
(mi) (EV) (mg) .
protein)
Homojenat 0,207 13,69 26 5,382 355,94 0,015 1 100
Amonyum
_ silfat. 0,295 8,2 9,5 2,803 77,9 0,036 2.4 52,08
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepharose-4B | 4481 | (032 5 1905 | o016 | 1191 794 35,4
afinite

Cizelge 4.26. C. trutta karaciger GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon
materyali ile saflastirilma basamaklari

Toplam | Toplam | Toplam Spesifik
. .. | Aktivite | Protein - . - Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii . Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (mi) (EV) (ma) (EU/mg katsayisi Verim
g protein)
Homojenat 0,317 14,25 30,5 9,669 434,63 0,022 1 100
Amonyum
 silfat 0423 | 973 85 | 3595 | 82705 | 0043 1,95 37,18
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepgg;‘i’fS"‘B 0,679 | 0,042 3 2037 | 0126 | 16167 | 73486 21,07
kromatografisi

Cizelge 4.27. C. trutta solunga¢ GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon
materyali ile saflagtirilma basamaklar1

Toplam | Toplam | Toplam Spesifik
... | Aktivite | Protein P pla pa Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii .. Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg katsayisi Verim
(mi) (EV) (mg) ;
protein)
Homojenat 0,197 9,25 27 5,319 249,75 0,021 1 100
Amonyum
_ sulfat 0,329 573 6,5 2,139 | 37,245 | 0,057 2,73 40,21
¢oktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepgﬁ;?f:"m 0,516 0,027 4 2,064 | 0108 | 19,111 910,05 38,80
kromatografisi
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Cizelge 4.28. C. c. umbla bobrek GR enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon
materyali ile saflastirilma basamaklari

L . Toplam | Toplam | Toplam Spe§if_ik
. .. | Aktivite | Protein - L - Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii - Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg katsayisi Verim
(ml) (EV) (mg) :
protein)
Homojenat 0,276 7,28 25 6,9 182 0,038 1 100
Amonyum
. slfat 0,334 1,06 6.5 2171 6,89 0,315 8,31 31,46
¢oktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
56"222??5'45 0,531 0,036 3 1593 | 0,108 14,75 389,18 23,09
kromatografisi

Cizelge 4.29. C. c. umbla karaciger GR enziminin 2',5'- ADP
kolon materyali ile saflastirilma basamaklar1

Sepharose-4B afinite

Spesifik
.. .. | Aktivite | Protein TOp'?‘m Top_la_m TOpIam Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii .- Hacim | Aktivite | Protein .. .
(EU/ml) | (mg/ml) (ml) (EV) (mg) (EU/mg katsayisi Verim
9 protein)
Homojenat 0,463 43,81 31 14,353 1358,1 0,011 1 100
Amonyum
siilfat
R . 0,609 33,46 11,3 6,882 378,1 0,018 1,72 47,95
¢oktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
Sepharese-48 | o825 | 0049 3 2475 | 0147 | 16837 925,11 17,24
kromatografisi

Cizelge 4.30. C. c. umbla solungag GR enziminin 2'5'- ADP

kolon materyali ile saflastirilma basamaklari

Sepharose-4B afinite

- - Toplam | Toplam | Toplam Spe§if_ik
.. .. | Aktivite | Protein . . - Aktivite | Saflastirma %
Numune Tiirii - Hacim | Aktivite | Protein . .
(EU/ml) | (mg/ml) (EU/mg katsayisi Verim
(ml) (EV) (mg) ;
protein)
Homojenat 0,193 16,64 29,5 5,694 490,88 0,0116 1 100
Amonyum
siilfat
R . 0,328 4,27 9,6 3,149 40,992 0,0768 6,621 55,304
coktiirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP
SEpgli"i;?fg"‘B 0555 | 0,041 5 2,775 | 0205 | 13537 | 1166983 | 48,736
kromatografisi
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4.3.3. Kinetik Calismalarin Sonuclari

C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solungag GR enzimi i¢in ayr1 ayri olmak
lizere calisilan metaller i¢in farkli metal konsantrasyonlarinda aktiviteler bulunarak %
Aktivite-[Metal] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.74-4.103) ve bu grafiklerden 1Csy degerleri
hesaplanarak Cizelge 4.31-4.36’da verildi. Ayrica inhibisyon etkisi gdsteren metaller
icin 5 sabit substrat ve 3 farkli inhibitor konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilerek (Sekil 4.104-4.133), bu grafiklerden her bir inhibitér i¢in K; sabiti
bulundu ve Cizelge 4.31-4.36°da verildi.

120

100 | y= 100e-888.1x
R2=0,9721
80

60

%Aktivite

40

20

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025
[AgNO;] (mM)

Sekil 4.74. C. trutta bobrek GR enzimi igin 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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120

y = 1001114
100 R2=10,9694

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[Co(NOy),.6H,0] (mM)

Sekil 4.75. C. trutta bobrek GR enzimi igin 5 farkli Co(NO3),.6H,0 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi

120
100 y = 100e-9481x
R2=10,9853

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,05 01 0,15 0.2 0,25
[CuSO,.5H,0] (mM)

Sekil 4.76. C. trutta bobrek GR enzimi igin 5 farkli CuSO4.5H,0 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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100 y = 100e-0.96x
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[NiCl,.6H,0] (mM)

Sekil 4.77. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,0O konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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100 y = 10061335
R2 = 0,9684

80

60
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40

20

0 0,2 04 0,6 08 1 1.2
[ZnCl,] (mM)

Sekil 4.78. C. trutta bobrek GR enzimi igin 5 farkli ZnCl, konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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120
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[AgNO;] (mM)

0,0008

Sekil 4.79. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda elde

edilen % Aktivite-[Metal] grafigi

120
y = 100e-319%
100 R2=0,9708
80
3
=
T 60
<
S
40
20
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[Co(NO;),.6H,0] (mM)
Sekil 4.80. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli Co(NO3),.6H,0

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.81. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli CuSO4.5H,0 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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[NiCL,.6H,0] (mM)

Sekil 4.82. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,O konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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[PB(NO,),] (mM)

Sekil 4.83. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli Pb(NOg3), konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.84. C. trutta solungag GR enzimi i¢in 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.85. C. trutta solungag GR enzimi i¢in 5 farkli Co(NOs3),.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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[NiCL,.6H,0] (mM)

Sekil 4.86. C. trutta solungag GR enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,O konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.87. C. trutta solunga¢ GR enzimi igin 5 farkli Pb(NO3), konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.88. C. trutta solungag GR enzimi i¢in 5 farkli ZnCl, konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.89. C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in 5 farkli 3CdSO4.8H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi

120
100 y = 100e796,7
R2=10,9634

80

60

%Aktivite

40

20

0 00002 00004 0,006 00008 0,001 00012 0,014 0,0016
[AGNO;] (MM)

Sekil 4.90. C. c. umbla bobrek GR enzimi igin 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.91. C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in 5 farkli Co(NOs),.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.92. C. ¢. umbla bobrek GR enzimi igin 5 farkli Pb(NO3), konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.93. C. c. umbla bobrek GR enzimi igin 5 farkli ZnCl, konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.94. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.95. C. c. umbla karaciger GR enzimi igin 5 farkli Co(NO3),.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.96. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli NiCl,.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.97. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in 5 farkli Pb(NO3), konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.98. C. c. umbla karaciger GR enzimi igin 5 farkli ZnClI, konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.99. C. c. umbla solungag GR enzimi igin 5 farkli AgNO3 konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.100. C. c. umbla solungag GR enzimi igin 5 farkli Co(NO3),.6H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.101. C. c. umbla solungag GR enzimi igin 5 farkli CuSO4.5H,0
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.102. C. c. umbla solungag GR enzimi igin 5 farkli Pb(NO3), konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Sekil 4.103. C. c. umbla solunga¢ GR enzimi i¢in 5 farkli ZnCl, konsantrasyonunda
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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1/[S]

Sekil 4.104. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in 3 sabit AgNOs3 icin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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150
m[I1]=0,3 mM
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- X
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-1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5
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Sekil 4.105. C. trutta bobrek GR enzimi igin 3 sabit CO(NO3),.6H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

& Kontrol

W[11]=0,03 mM

v

A[11]=0,045 mM

x[11]=0,1 mM

9 b

-3,5 -2,5 -1,5 -0, 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5

1/[8]

Sekil 4.106. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in 3 sabit CuSQ4.5H,0 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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300 @ Kontrol

250

200 H[I1]=0,1 mM

X
3
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< X[13]=1 mM
% =
e
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1/[S]

Sekil 4.107. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in 3 sabit NiCl,.6H,0 igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

400
350
300 @ Kontrol
250 m[I1]=0,25 mM
>
< 200
A[l12]=0,6 mM
150
100 x[13]=1 mM
%50
-2 -1 0 1 2 3 4
1/[S]

Sekil 4.108. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in 3 sabit ZnCl;, i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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2
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1/[9]

Sekil 4.109. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 3 sabit AgNO3 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

35
30 @ Kontrol
25 m[11]=0,25 mM
20
2 _
A[12]=0,3 mM
S 15 [12]
10 X[13]=0,5 mM
5
M\f
1 0 1 2 3 4
1/[S]

Sekil 4.110. C. trutta karaciger GR enzimi igin 3 sabit Co(NO3),.6H,0 igin 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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%
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1/[S]

Sekil 4.111. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 3 sabit CuSO4.5H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

40
35

30 & Kontrol

25
m[11]=0,3 mM

v

20
15 A[12]=0,37 mM

10 X [13]=0,45 mM

-1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5
1/[S]

Sekil 4.112. C. trutta karaciger GR enzimi igin 3 sabit NiCl,.6H,0 igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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400
350 & Kontrol
300
m[11]=0,1 mM
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2 200 X A[12]=0,3 mM
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X [13]=0,7 mM
. //
Z;
-1 0 1 2 3 4
1[S]

Sekil 4.113. C. trutta karaciger GR enzimi i¢in 3 sabit Pb(NO3); igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

@ Kontrol

W [11]=0,0003 MM

A[12]=0,0005 mM

x[13]=0,0009 mM

-2 -1 0 1 2 3 4
1/[S]

Sekil 4.114. C. trutta solunga¢ GR enzimi i¢in 3 sabit AQNOs; i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.115. C. trutta solungag GR enzimi igin 3 sabit Co(NOs3),.6H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

120
100 @ Kontrol
80
H[I11]=0,2 mM
>
< 60
A[13]=0,26 mM
40
X[13]=0,3 mM
|
A
0
-1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5
1[S]

Sekil 4.116. C. trutta solungag GR enzimi i¢in 3 sabit NiCl,.6H,0 igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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40
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Sekil 4.117. C. trutta solunga¢ GR enzimi i¢in 3 sabit PO(NOs3), igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

100
90
80
70
60
50
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m[I1]=0,2 mM

Y

40 A[12]=0,3 mM
30

20 X[13]=0,4 mM
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-2,5 -1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4.5
1/[S]

Sekil 4.118. C. trutta solungag GR enzimi igin 3 sabit ZnCl, i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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-15 -0,5 0,5 15 2,5 35 45
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Sekil 4.119. C. c. umbla bobrek GR enzimi igin 3 sabit 3CdS04.8H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

250

200 @ Kontrol
150 m[I1]= 0,00075 mM
100 A[12]=0,001 mM
X [13]= 0,0012 mM
50

=

-1 0 1 2 3 4
1/[S]

v

Sekil 4.120. C. c. umbla bobrek GR enzimi igin 3 sabit AgNO3 igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.121. C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in 3 sabit Co(NO3),.6H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

100

90
@ Kontrol

80
70 B [11]= 0,045 mM
60

>

= 50 A[12]=0,075mM
40

%
30 X[I3]= 0,1 mM
20 A
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%\F
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Sekil 4.122. C. c. umbla bobrek GR enzimi igin 3 sabit Pb(NO3); i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.123. C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in 3 sabit ZnCl; i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

300

250 # Kontrol

200 m[11]= 0,0002 mM
2 150 A[12]=0,0007 mM

100 X [13]= 0,00095 mM

50
—
-0,5 05 15 25 35 45
1[8]

Sekil 4.124. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in 3 sabit AGNOj3 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.125. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in 3 sabit Co(NO3),.6H,0 igin 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

35
30
@ Kontrol
25
m[11]= 0,6 mM
20
2 A[I2=1mM
—
15
X X [13]= 1,45 mM
-2 -1 0 1 2 3 4
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Sekil 4.126. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in 3 sabit NiCl,.6H,0 i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.127. C. c. umbla karaciger GR enzimi igin 3 sabit Pb(NO3), igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

100
90
80  Kontrol
70
60 m[l1]=12mM
3 50 A[12]=3mM
40
30 X [I3]= 5 mM
=
-1 ’ 0 1 2 3 4
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Sekil 4.128. C. c. umbla karaciger GR enzimi igin 3 sabit ZnCl, igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.129. C. c. umbla solunga¢ GR enzimi i¢in 3 sabit AgNOj3 i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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80
60 A[12]=0,85 mM
40 x[13]= 1,35 mM
20
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Sekil 4.130. C. c. umbla solunga¢ GR enzimi igin 3 sabit CO(NO3),.6H,0 igin 5 farkli
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.131. C. c. umbla solungag GR enzimi igin 3 sabit CuSO4.5H,0 igin 5 farklh
substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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400
350 @ Kontrol
300 m[I1]= 0,75 mM
2 250
—
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150
100 X[13]=1,5mM
A
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_4
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Sekil 4.132. C. c. umbla solunga¢ GR enzimi igin 3 sabit Pb(NO3), igin 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.133. C. c. umbla solungag GR enzimi i¢in 3 sabit ZnCl; i¢in 5 farkli substrat
konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

Cizelge 4.31. C. trutta bobrek GR enzimi i¢in % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICs0 (MM) Ortalama Ki (mM) Inhibisyon Tipi
AgNO3 0,00078 0,000394=+ 0,0002 Yarigsmasiz
Co(NO3),.6H,0 0,622 0,235+ 0,027 Yarismasiz
NiCl,.6H,0O 0,722 0,279+ 0,048 Yarigsmasiz

CuS0,4.5H,0 0,073 0,026+ 0,008 Yar1 Yarigmali
ZnCl, 0,519 0,382+ 0,024 Yarismal

Cizelge 4.32. C. trutta karaciger GR enzimi igin % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Csq degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICs (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
AgNO; 0,000437 0,00025+ 0,000128 Yarigsmali
CuS0,4.5H,0 0,185 0,123+ 0,066 Yarigsmali
Pb(NOs), 0,349 0,151+ 0,084 Yarismasiz
NiCl,.6H,0 0,355 0,093+ 0,020 Yarismal
Co(NO3),.6H,0 0,217 0,532+ 0,546 Yarismali
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Cizelge 4.33. C. trutta solungag GR enzimi ig¢in % Aktivite-[l] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller 1Cs0 (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
ZnCl, 0,216 0,112+ 0,047 Yarigsmali
AgNO; 0,000625 0,00045+ 0,00008 Yarismasiz
Pb(NO3), 0,247 0,482+ 0,219 Yarismasiz
NiCl,.6H,0 0,220 0,182+ 0,138 Yarigsmasiz
Co(NO3),.6H,0 0,153 0,128+ 0,036 Yarismal

Cizelge 4.34. C. c. umbla bobrek GR enzimi i¢in % Aktivite-[l] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICso (MM) Ort?rfl\nﬂﬂ'? Ki Inhibisyon Tipi
AgNO; 0,00087 0,000924 0,000481 Yarismasiz
Co(NO3),.6H,0 0,569 1,203+ 0,210 Yarismasiz
3CdS0,.8H,0 0,559 0,824+ 0,124 Yarismasiz
Pb(NO3), 0,083 0,043+ 0,017 Yarigsmali
ZnCl, 0,487 0,124+ 0,018 Yarigsmali

Cizelge 4.35. C. c. umbla karaciger GR enzimi i¢in % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller I1Cs0 (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
AgNO; 0,00063 0,00048+ 0,00016 Yarismali
Co(NO3),.6H,0 0,881 0,408+ 0,009 Yarigsmasiz
NiCl,.6H,O 0,987 1,506+ 0,359 Yarismasiz
Pb(NO3); 0,092 0,061+ 0,016 Yarismali
ZnCl, 3,194 2,304+ 0,486 Yarigsmasiz

Cizelge 4.36. C. c. umbla solunga¢ GR enzimi igin % Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen 1Csq degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Metaller ICs (MM) Ortalama Ki (mM) | Inhibisyon Tipi
AgNO; 0,00968 0,0055+ 0,00096 Yarigsmasiz
Co(NO3),.6H,0 0,844 0,921+ 0,196 Yarismasiz
CuS0,4.5H,0 11,180 4,493+ 0,806 Yarismali
Pb(NO3), 0,944 0,533+ 0,377 Yarismal
ZnCl, 1,313 1,850+ 1,034 Yarismasiz
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5. TARTISMA ve SONUC

Agir metaller sucul ortama girdikten sonra baliklar tarafindan sudan, solungag, deri ve
agiz yoluyla dogrudan alinabilmekte ve besin zincirine dahil olarak (Vighi 1981)
ekosistemi ve dolayli olarak insanlar1 tehdit edebilmektedir. Baliklar, cevresel
kirleticiler i¢in biyoindikatdr olarak su ekosistemlerinin kalitesinin belirlenmesinde
genis ¢apta kullanilan organizmalardir (Kock et al. 1996; Alak vd 2013). Agir metaller
baliklarin viicutlarina kolayca girmekte ve cesitli dokularda 6zellikle spesifik dokularda
(bobrek, karaciger, solungag gibi) birikebilmektedir (Varshney 1991; Kargin 1998; Ucar
ve Atamanalp 2008).

Genellikle canli organizmalarin uzun donemli agir metalleri de iceren toksik maddelere
maruz kalmasi, 6nce organ ve dokularda birikime sonrada bu kirleticilerin zararl
etkilerinin bir sonucu olarak molekiiler diizeyde doniisiimsiiz degisiklerin olusmasina
neden olmaktadir. Kirleticilerin olumsuz etkilerinden biri de organizmalardaki biyolojik
makro molekiillere (protein, lipid, DNA gibi) zarar vererek oksidatif strese neden olan
ROT lar1 olusturmasidir. Biyolojik sistemler olusan bu strese kars: antioksidan savunma
sistemleri  gelistirmislerdir. Balik kanindaki antioksidan parametreler akuatik
organizmalar T{izerine Kirleticilerin etkilerinin belirlenmesi ve c¢evresel izleme
calismalari i¢in 6nemli biyomarkirlar olarak kabul edilmektedir (Hageman et al. 1992;
Adams et al. 1994). Antioksidant enzimler metallerin neden oldugu oksidatif strese
kars1 hayvanlarim onemli bir savunma sistemidir ve hiicrelerdeki hasar antioksidan

enzimlerin yliksek aktivitesi ile kontrol edilmektedir (Firat 2007).

Bu ¢alismada i¢sularimizda dogal olarak bulunan, et kalitesi yiiksek, ekonomik olarak
degerli ve bolge halki tarafindan severek tiiketilen Karabalik (C. trutta) ve Siraz (C. c.
umbla) baliklariin bdbrek, karaciger ve solungaglarindan saflastirilan antioksidan
enzimler olan G6PD ve GR enzimleri iizerine bazi metallerin (CuSQO,4.5H,0, ZnCly,
NiCl,.6H,0, 3CdS04.8H,0, AgNO;, Pb(NOs),, FeCl;, Co(NOs3),. 6H,0) etkileri

incelenmistir.
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Literatlirde c¢esitli kaynaklardan G6PD ve GR enzimlerinin saflagtirilmasi ile ilgili
bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Tekman 2007; Altun 2010; Adem 2011; Cam 2011; Comakli
et al. 2013; Hu et al. 2013). Bu galismalarda en ¢ok kullanilan saflastirma yontemi,
afinite kromatografisidir. Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisidir.
Saflagtirilmak istenen molekiil veya biyolojik tiinitenin, “matriks” adi verilen
¢oziilmeyen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir baglanma
bilesigine (ligand), spesifik ve tersinir olarak baglanmasi yolunu kullanan bir tekniktir.
Bu sayede, cok yorucu ve =zor olan bir¢ok ayirma islemi kisa zamanda
gerceklestirilmekte ve yiiksek verimle saflagtirilan enzimler elde edilmektedir (Keha ve
Kiifrevioglu 2004). Bu ozelliklerinden dolay1 ¢alismada, enzimlerinin saflastiriimasi
icin afinite kromatografisi ve afinite kromatografisi kolon materyali olarak 2',5'-ADP
Sepharose-4B  kullanilmigtir. Ayrica afinite kromatografisinden once homojenatin

hazirlanmasi ve amonyum siilfat ¢oktlirmesi islemleride uygulanmustir.

Baliklarin bobrek, karaciger ve solungag dokularindan G6PD ve GR enzimlerini
saflastirmak i¢in homojenat tamponu yardimiyla homojenat hazirlandi. Elde edilen
homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak ¢Okelme araliklari belirlendi.
Cokelme araliklar belirlenen numuneler diyaliz torbasina konularak, diyaliz tamponuna
kars1 bir siire bekletildi. Diyaliz sonucu elde edilen numune 2'5-ADP Sepharose-4B
afinite kolonuna tatbik edildi. Bu saflagtirma islemleri yapilirken sicakligin kontrol
altinda tutulmast ¢ok Onemlidir. Bu nedenle saflastirma islemleri +4°C’de
gerceklestirildi. Boylece miimkiin oldugu kadar aktivite kaybi1 onlenmeye calisildi

(Tekman 2007; Cam 2011).

Yapilan ¢aligmada, C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solungag dokularindan

G6PD ve GR enziminin saflastirma sonuglar1 sunlardir:

C. trutta bobrek G6PD enzimi, %20,38 verimlilikle, spesifik aktivitesi 120,52 EU/mg
protein olarak ve 576,65 kat saflastirildi (Cizelge 4.7). C. trutta karaciger G6PD enzimi,
%31,15 verimlilikle, spesifik aktivitesi 15,34 EU/mg protein olarak ve 568,27 kat
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saflagtirild1 (Cizelge 4.8). C. trutta solunga¢ G6PD enzimi, %34,43 verimlilikle,
spesifik aktivitesi 53,06 EU/mg protein olarak ve 803,9 kat saflastirildi (Cizelge 4.9).

C. ¢. umbla bobrek G6PD enzimi, %22,7 verimlilikle, spesifik aktivitesi 11,26 EU/mg
protein olarak ve 402,14 kat saflastirildi (Cizelge 4.10). C. c. umbla karaciger G6PD
enzimi, %19,28 verimlilikle, spesifik aktivitesi 31,52 EU/mg protein olarak ve 3353,19
kat saflastirildi (Cizelge 4.11). C. ¢. umbla solungag G6PD enzimi, %23,15 verimlilikle,
spesifik aktivitesi 22,83 EU/mg protein olarak ve 736,5 kat saflastirild1 (Cizelge 4.12).

C. trutta bobrek GR enzimi, %35,4 verimlilikle, spesifik aktivitesi 11,91 EU/mg protein
olarak ve 794 kat saflastirildi (Cizelge 4.25). C. trutta karaciger G6PD enzimi, %21,07
verimlilikle, spesifik aktivitesi 16,167 EU/mg protein olarak ve 734,86 kat saflastirild
(Cizelge 4.26). C. trutta solungag G6PD enzimi, %38,8 verimlilikle, spesifik aktivitesi
19,11 EU/mg protein olarak ve 910,05 kat saflastirild1 (Cizelge 4.27).

C. c. umbla bdbrek GR enzimi, %23,09 verimlilikle, spesifik aktivitesi 14,75 EU/mg
protein olarak ve 389,18 kat saflastirildi (Cizelge 4.28). C. c. umbla karaciger GR
enzimi, %17,24 verimlilikle, spesifik aktivitesi 16,84 EU/mg protein olarak ve 925,11
kat saflagtirildi (Cizelge 4.29). C. c. umbla solungag GR enzimi, %48,74 verimlilikle,
spesifik aktivitesi 13,54 EU/mg protein olarak ve 1166,98 kat saflastirildi (Cizelge
4.30).

Enzimin safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yapilip fotografi ¢ekildi (Sekil 3.4, 3.5,
3.6, 3.7). Elektroforez fotograflarindan da anlasilacagi gibi saflastirilan enzimler
elektroforez jelinde tek bant olarak goriilmektedir. Bu da saflagtirma isleminin basariyla
yapildigini ispatlamaktadir. SDS-PAGE sonucunda elde edilen tek bandin ise mol
kiitlesi ¢izilen Rf-logMk grafiginden hesaplandi. Enzimlerin molekiil agirliklart
yaklasik olarak hesaplanarak Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de baska canli dokulariyla

kiyaslanarak verilmistir.
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Cizelge 5.1. Farkli tiirlere ait G6PD enziminin molekiil kiitleleri

Enzim kaynag Molekiil kiitlesi kDa Kaynak
C. trutta bobrek 76
C. trutta karaciger 78
C. trutta solungag 73
C. c. umbla bobrek 75
C. c. umbla karaciger 79
C. c. umbla solungag 75
Ctenﬁpharyngodon idella 79 (Hu et al. 2013)
ematopankreas
Hindi eritrositi 75 (Yilmaz et al. 2003)
Sican kalbi 67 (Adem 2011)
Sican akcigeri 64 (Adem 2011)
Sican eritrositleri 131 (David et al.1977)
Sican karacigeri 130 (David et al.1977)
Sican meme bezleri 120 (David et al.1977)
Fare karacigeri 121 (David et al.1977)
Tavsan karacigeri 90 (Ozols 1993)
Kopek karacigeri 52,5 (Ozer et al. 2002)
Koyun eritrositi 67 (Beydemir 2002)
Koyun lens 55 (Beydemir 2002)
Koyun beyni 61,2 (Sengezer 2010)
Sig1ir alyuvari 114 (Levy 1979)
Buffalo eritrositleri 64,5 (Ciftci et al. 2003)
Domuz karacigeri 133 (David et al.1977)
Sig1r eritrositi 114 (David et al.1977)
Insan karacigeri 118 (David et al.1977)
Insan adrenali 113 (Levy 1979)
Insan trombositi 120 (Levy 1979)
Insan alyuvari 120 (Levy 1979)
Insan plasentasi 54 (Levy 1979)




138

Cizelge 5.2. Farkl tiirlere ait GR enziminin molekiil kiitleleri

Enzim kaynag Molekiil kiitlesi kDa Kaynak
C. trutta bobrek 55
C. trutta karaciger 55
C. trutta solungag 50
C. c. umbla bobrek 53
C. c. umbla karaciger 55
C. c. umbla solungag 50
Gokkusagi alabalig: karaciger 52 (Tekman 2007)
Inci kefali karacigeri 55 (Altun 2010)
Inci kefali eritrositi 55 (Altun 2010)
Sican akcigeri 63 (Adem 2011)
Sican kalbi 62 (Adem 2011)
Sican karacigeri 60 (Carlberg and Mannervik 1975)
Sican bobregi 53 (Can 2010)
Hindi karacigeri 65 (Taser 2010)
Sigir karacigeri 55 (Ulusu ve Tandogan 2007)
Si1gir bobregi 56 (Ulusu ve Tandogan 2007)
Si1g1r beyni 55 (Guitterer et al. 1999)
Fare karacigeri 55 (Lopez-Barea and Lee 1979)
Kablumbaga karacigeri 55 (Willmore and Storey 2007)
Koyun beyni 64 (Agan 1990)
Insan jejunumu 56 (Ogiis and Ozer 1991)
Insan alyuvari 58 (Ogiis and Ozer 1998)

Metaller, 6nemli bir ekosistem bileseni olan ve ayni zamanda besin kaynagi olarak

kullanilan baliklarda,

fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin biitiinliiglini

bozabilmektedir (Hogstrand et al. 1999; Basha and Rani 2003). Bu bilgiler g6z 6niine

alinarak c¢aligmamizda C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solungag

dokularindan saflastirilan ve canli metabolizmasi i¢in son derece énemli olan G6PD ve
GR enzimleri iizerine AgNO3;, 3CdS0O,4.8H,0, Co(NO3),.6H,0, CuSO,4.5H,0, FeCls,
NiCl,.6H,0, Pb(NOs3), ve ZnCl, metallerinin in vitro etkileri arastirildi.
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Genel olarak kimyasal maddelerin enzimler iizerindeki inhibisyon etkileri ICso (enzimin
aktivitesini %50 inhibe eden ila¢ konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir. Kinetik
caligmalarimiz sirasinda enzim aktivitesini inhibe eden metallerin ICsy degerleri de
belirtilmistir. Bilindigi gibi ICsp degeri kiigiik olan inhibitoriin inhibisyon etkisi daha
yiiksektir. Bu sonuglara gére C. trutta bobrek G6PD enzimi iizerine Cu*?, Ag®, Cd*?,
Ni*? ve Fe™ metallerinin inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICso degerleri 14,146,
0,0023, 2,033, 2,656 ve 1,220 mM olarak belirlendi. C. trutta karaciger G6PD enzimi
iizerine Pb*, Ag®, Cd*?, Ni*? ve Fe" metallerinin inhibisyon etkisi gosterdigi ve
strastyla ICsg degerleri 0,0814, 0,00871, 0,660, 1,947 ve 0,421 mM olarak belirlendi. C.
trutta solungag G6PD enzimi itizerine Cu?, Ag*, Zn", Ni*? ve Fe*® metallerinin
inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICso degerleri 10,046, 0,024, 1,773, 1,674 ve
1,456 mM olarak belirlendi.

C. c. umbla bobrek G6PD enzimi iizerine Zn*?, Ag’, Cd*2, Ni*? ve Cu*? metallerinin
inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICsg degerleri 1,992, 0,00257, 0,507, 1,650 ve
13,863 mM olarak belirlendi. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi {izerine Pb*?, Ag’,
Cd*?, Ni*? ve Cu*? metallerinin inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICsy degerleri
0,118, 0,000377, 0,423, 1,819 ve 8,887 mM olarak belirlendi. C. c. umbla solungag
G6PD enzimi iizerine Pb*?, Ag*, Cd*?, Ni*? ve Fe*® metallerinin inhibisyon etkisi
gosterdigi ve sirastyla ICso degerleri 0,096, 0,0353, 0,376, 1,487 ve 0,755 mM olarak

belirlendi.

C. trutta bdbrek GR enzimi iizerine Ni*?, Ag®, Cu*?, Co™ ve Zn™ metallerinin
inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICso degerleri 0,722, 0,00078, 0,731, 0,622 ve
0,519 mM olarak belirlendi. C. trutta karaciger GR enzimi tizerine Pb*?, Ag’, Ni*2, Co™
ve Cu*? metallerinin inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICso degerleri 0,349,
0,000437, 0,355, 0,217 ve 0,185 mM olarak belirlendi. C. trutta solunga¢ GR enzimi
iizerine Pb*2, Ag®, Ni*’, Co™ ve Zn"? metallerinin inhibisyon etkisi gosterdigi ve

strastyla ICsg degerleri 0,247, 0,000625, 0,220, 0,153 ve 0,216 mM olarak belirlendi.
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C. c. umbla bobrek GR enzimi iizerine Pb*?, Ag*, Cd*%, Co** ve Zn*? metallerinin
inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICso degerleri 0,0831, 0,00087, 0,559, 0,569 ve
0,487 mM olarak belirlendi. C. c. umbla karaciger GR enzimi iizerine Pb*?, Ag®, Ni*?,
Co™ ve Zn*? metallerinin inhibisyon etkisi gosterdigi ve sirasiyla ICsy degerlerinin
0,0921, 0,000634, 0,987, 0,881 ve 3,194 mM olarak belirlendi. C. c. umbla solungag
GR enzimi iizerine Pb*?, Ag", Cu™ Co*? ve Zn*? metallerinin inhibisyon etkisi
gosterdigi ve sirasiyla ICsp degerlerinin 0,944, 0,00968, 11,180, 0,844 ve 1,313 mM

olarak belirlendi.

C. trutta ve C. c. umbla bobrek, karaciger ve solungag dokularindan saflastirilan G6PD
ve GR enzimi flizerine inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlari i¢in K; sabitlerinin
belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi (Segel 1975; Telefoncu
1986). Bu deney sonucunda her inhibitorlii ¢alisma ig¢in 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir. Grafik ¢iziminde Microsoft-
Excel programindan faydalanilmistir. Ayrica K; sabiti kiiciik olan inhibitdriin enzime
ilgisi biiyiik oldugundan dolay1 enzimin katalitik aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin

biiyiik olacagi bilinmektedir.

C. trutta bobrek G6PD enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Cu*?, Ag*, Cd*?, Ni*?
ve Fe™® metallerinin  K; degerleri sirasiyla 22,116+4,875, 0,00202+0,00048,
0,394+0,253, 1,751+0,610 ve 0,171+0,0336 mM seklindedir. Bununla beraber Cu*?,
Ag* ve Cd*? metallerinin yarigmasiz, Ni*? ve Fe*® metallerinin ise yarigmali inhibisyon
tipi sergiledigi belirlendi. C. trutta karaciger G6PD enzimi {izerinde inhibisyon etkisi
gosteren Pb*?, Ag*, Cd*™2, Ni*? ve Fe™ metallerinin K; degerleri sirastyla 0,0647+0,0221,
0,00523+0,00168, 1,113+0,731, 1,955+0,650 ve 0,203+0,060 mM seklindedir. Bununla
beraber Ag" ve Ni*? metallerinin yarismasiz, Pb*?, Cd* ve Fe*® metallerinin ise
yarigmali inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi. C. trutta solungag¢ G6PD enzimi
tizerinde inhibisyon etkisi gosteren Zn*?, Ag’, Cu™, Ni*? ve Fe*® metallerinin K;
degerleri sirasiyla 0,669+0,168, 0,0185+0,00272, 7,099+1,655, 1,003+0,35 ve
0,528+0,116 mM seklindedir. Bununla beraber Zn*?, Ag*, Cu*® ve Ni*? metallerinin

yarismasiz, Fe™ metalinin ise yarismal1 inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi.
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C. c. umbla bsbrek G6PD enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Zn*?, Ag*, Cd*?,
Ni*? ve Cu*? metallerinin K; degerleri sirasiyla 0,969+0,189, 0,000929+0,00044,
0,526+0,0806, 0,932+0,0689 ve 0,146+0,0396 mM seklindedir. Bununla beraber Zn*?
ve Ag* metalleri yarigmali, Cd*? ve Ni*? metallerinin yarismasiz ve Cu*? metalinin yari
yarigmali inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi. C. c. umbla karaciger G6PD enzimi
tizerinde inhibisyon etkisi gosteren Pb*?, Ag’, Cd*?, Ni*? ve Cu*® metallerinin K;
degerleri sirasiyla 0,327+0,0536, 0,00014+0,0000423, 0,335+0,167, 1,828+1,142 ve
4,287+0,197 mM seklindedir. Bununla beraber Ag" ve Cd*? metalleri yarigsmali, Pb*?,
Ni*? ve Cu*? metalleri yarismasiz inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi. C. c. umbla
solunga¢c G6PD enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Fe*?, Ag*, Cd*2, Ni*? ve Pb*?
metallerinin  K; degerleri sirasiyla 0,402+0,102, 0,019+0,00308, 0,318+0,00612,
0,152+0,0481 ve 0,036:0,0099 mM seklindedir. Bununla beraber Fe*? ve Pb*2 metalleri
yarigsmali, Cd* ve Ag" metallerinin yarismasiz ve Ni*? metalinin yart yarigmali

inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi.

C. trutta bobrek GR enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gdsteren C0+2, Ag+, Cu+2, Ni*? ve
Zn*?  metallerinin = K; degerleri  swrasiyla  0,235+0,0267, 0,000394+0,0002,
0,0255+0,00755, 0,279+0,0484 ve 0,382+0,024 mM seklindedir. Bununla beraber Co+2,
Ag" ve Ni*? metallerinin yarismasiz, Zn*? metalinin yarismah ve Cu*? metalinin ise yar
yarismali inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi. C. trutta karaciger GR enzimi iizerinde
inhibisyon etkisi gosteren Pb*2, Ag*, Co™ Ni*? ve Cu™ metallerinin K; degerleri
sirastyla  0,151+0,0841,  0,00025+0,000128, 0,532+0,546, 0,0931+0,0202 ve
0,123+0,0658 mM seklindedir. Bununla beraber Pb*? metalinin yarismasiz, Ag" Co™,
Cu*? ve Ni*? metallerinin ise yarigmali inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi. C. trutta
solunga¢ GR enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Zn+2, Ag+, Ni+2, Co™ ve Ph*
metallerinin K; degerleri sirasiyla 0,112+ 0,0472, 0,00045+ 0,00008, 0,182+0,138,
0,128+ 0,0363 ve 0,482+0,219 mM seklindedir. Bununla beraber Ni*2, Ag* ve Pb*?

2

metallerinin yarismasiz, Co™ ve Zn*? metallerinin ise yarismali inhibisyon tipi

sergiledigi belirlendi.
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C. c. umbla bobrek GR enzimi tizerinde inhibisyon etkisi gosteren Co™?, Ag, Cd*?, Pb*?
ve Zn*? metallerinin  K; degerleri swrastyla 1,203+0,210, 0,000924+0,000481,
0,824+0,124, 0,0428+0,0168 ve 0,124+0,0178 mM seklindedir. Bununla beraber Co™,
Ag" ve Cd*? metallerinin yarismasiz, Pb*? ve Zn*? metallerinin ise yarismali inhibisyon
tipi sergiledigi belirlendi. C. c. umbla karaciger GR enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
gosteren Pb+2, Ag+, C0+2, Ni*? ve Zn™ metallerinin Ki degerleri sirastyla
0,0613+0,0163, 0,000476=0,000156, 0,408+0,00911, 1,506+0,359 ve 2,304+0,486 mM
seklindedir. Bununla beraber Co*?, Zn*? ve Ni*? metallerinin yarismasiz, Pb* ve Ag*
metallerinin ise yarigmali inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi. C. ¢. umbla solungag GR
enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Zn*?, Ag, Cu*?, Co™ ve Pb*? metallerinin K;
degerleri sirasiyla 1,850+1,034, 0,00550+0,00096, 4,493+0,806, 0,921+0,196 ve 0,533+
0,377 mM seklindedir. Bununla beraber Zn*?, Ag" ve Co*? metallerinin yarigmasiz,

Cu*? ve Pb*? metallerinin ise yarismal inhibisyon tipi sergiledigi belirlendi.

Enzimler tizerine ¢evresel faktorlerden 1s1, 151k, agir metaller, pestisitler, ilaglar ve diger
modiilatorlerin ¢ok degisik etkileri mevcuttur (Anderson and Duggan 1976). Sucul
ekosistemin kirliligine neden olan bu ¢evresel faktorlerin, 6zellikle agir metallerin, balik
dokularinda bulunan enzimlerde meydana getirdigi degisimler bir¢ok bilim insam

tarafindan in vivo ve in vitro olarak arastirilmistir. Ornegin;

Tath su baligr Kizilgéz (Rutilus rutilus) baliklarinda yapilan galismada, arastirmacilar
baligin solungacinda Ca*2-ATPaz aktivitesi iizerine Ca+2, Mg+2, Na*? ve K* iyonlarmin
etkilerini incelemis ve 2 mM Ca*? ve Mg+2 iyonlarinin etkisinde enzimin ytiksek oranda
aktive oldugunu, Na® ve K* iyonlar: tarafindan enzim aktivitesinin etkilenmedigini
gostermiglerdir. Ayrica in vitro sartlarda 10 uM derisiminin altinda Cu'?, Pb*2, Zn*? ve
Hg+2 iyonlarmin enzimi inhibe ettigini, in vivo sartlarda 0,2 uM derisiminin altindaki
Cu*? iyonunun solungag Ca*?-ATPaz enzimini aktive ettigini kaydetmislerdir (Shephard
and Simkiss 1978). Sastry and Shukla (1994), Cd’un etkisine uzun bir siire biraktiklar
Benekli Kedi Baligi Corydoras punctatus’un karacigerinde G6PD aktivitesi azalirken,
GPT enzim aktivitesinin arttigini belirlemislerdir. Sridevi et al. (1998), Cr’a maruz

kalmis B. guerini’nin hepatopankreas ve solunga¢ dokularinda G6PD ve SOD enzim
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aktivitesinin arttigin1 saptamiglardir. Alkan (2005) yaptigi ¢alismada gokkusagi
alabaliklarin1 7 giin boyunca Cd, Cr, Se, Cd+Se ve Cr+Se maruz birakmistir. Caligmada
baliklarin karaciger ve solunga¢ dokularinda selenyum bagimli glutatyon peroksidaz
(Se-GSHPx), SOD ve CAT aktivitelerini incelenmistir. Calisma sonucunda Cd, Cr,
Cd+Se ve Cr+Se’a maruz kalmis gruplarin enzim aktivitelerinde kontrole gore
disiislerin  oldugunu belirlemistir. Se metaline maruz kalmis grupta ise enzim

aktivitelerinde 6nemli bir degisim belirlememistir.

Ahmad et al. (2006), yilan baliklarina (Anguilla anguilla) krom uygulamislar ve
solungag ve Dbobrek dokularinda CAT aktivitelerinde diislisler oldugunu
bildirilmislerdir. Atli et al. (2006) yapmis olduklart c¢alismada Nil Tilapyasi
(Oreochromis niloticus) baliklarin1 96 saat farkli konsantrasyonlarda Ag+, cd*?, cr'®,
Cu*? ve Zn*? iyonlarina maruz birakmislar ve karaciger, bobrek, solungacg, bagirsak ve
beyin dokularinda in vivo CAT aktivitesine bakmiglardir. Calisma sonucunda
karacigerde metal iyonlar1 CAT aktivitesini artirirken, sadece 0,5 mg/L
konsantrasyonundaki Ag* iyonu %44 oraninda inhibisyona sebep oldugu tespit
edilmistir. Cd* ve Zn? iyonlarinin solunga¢ CAT aktivitesine her hangi bir etki
yapmadig1 gozlenirken yine Ag’ ve Cr'® metal iyonlart %50’nin {izerinde CAT
aktivitesini inhibisyona ugrattiklar1 belirlenmistir. Bobrek, bagirsak ve beyin dokular
icin de yaklasik benzer sonuglar alinmistir. Vijayavel et al. (2006), 96 saat siireyle 1
ppm, 2.5 ppm, ve 4 ppm bakirin etkisine birakilmig Terapon jarbua’nin solungag,
karaciger, bobrek, dalak, beyin ve kas dokularinda SOD ve CAT aktivitelerinde azalma
oldugunu gozlemislerdir. Bhattacharya and Bhattacharya (2007) Kedi balig: tiirii olan
Clarias batrachus’u arsenige maruz birakmiglardir. Calisma sonucunda karaciger SOD
enzim aktivitesinin artigini, CAT enzim aktivitesinin azaldigini belirlemislerdir.
Atabeyoglu (2011) gokkusagi alabaliklarinda belirli dozlarda uygulanan Cu, Zn, Ni ve
Cd metallerinin balik karaciger, kas ve bobrek dokularindaki CAT, SOD ve GSH-Px
antioksidan  enzimlerinin  aktivitelerini  incelemistir. ~ Calismada,  gokkusagi
alabaliklarinda CAT aktivitesi i¢in bakir uygulanmis karaciger dokusu hari¢ diger
karaciger dokularinin CAT aktivitelerinde farklilik tespit etmistir. CAT enzim
aktiviteleri Cu ve Zn uygulanmis bobrek dokularinda herhangi bir farklilik
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bulamamistir. Benzer sekilde Zn uygulanmis kas dokusu hari¢ diger kas dokularinin
CAT aktivitelerinde herhangi bir farklilik belirlenmemistir. Cu, Zn, Ni ve Cd
metallerine maruz kalmis gokkusagi alabaliklarinin karaciger ve kas dokularinin SOD
aktivitelerinde farklilik tespit edilememistir. Cu ve Zn metaline maruz kalmis
alabaliklarin SOD aktiviteleri bdbrek dokularinda o6nemli bulunmustur. GSH-Px
aktivitesi Cu, Zn, Ni ve Cd’a maruz kalmis alabaliklarin karaciger dokularinda farkli,
kas dokularinda ise farksiz bulmustur. Ni metaline maruz kalmis alabaliklarin bobrek

dokularinda GSH-Px aktivitesi 6nemli bulunmustur.

Ciltas et al. (2003) yaptiklar1 galismada 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
metodunu kullanarak gokkusagi alabaligi eritrositinden G6PD enzimini saflagtirmislar
ve in vitro ve in vivo olarak Kloramin-T ve CuSOy’iin alabalik eritrositindeki G6PD
enzimi tzerine etkilerine bakmugtirlar. Calisma sonucunda In vitro olarak yapilan
calismada Kloramin-T ve CuSO, enzimi inhibe ederken, in vivo ¢alismada, CuSO,
enzimi inhibe etmis, kloramin-T enzimi ise inhibe etmemistir. Ciltas et al. (2004)
gokkusagi alabaligi eritrositinden G6PD enzimi saflagtirarak, hipotermia, tranquil ve
MS 222 maddelerinin G6PD enzimini inhibe ettiklerini tespit etmislerdir. Ayrica
gokkusag1 alabaligr eritrositinden saflastirilan G6PD  enzimini; thiamphenicol,
amikacin, gentamicin ve netilmicin antibiyotiklerinin inhibite ettikleri (Erdogan et al.
2004), hem in vivo hemde in vitro galisma sonucunda amonyak ve {irenin enzimi inhibe
ettikleri (Erdogan et al. 2005), melatoninin in vivo ve in vitro olarak enzimi inhibe ettigi
(Beydemir et al. 2005), deltamethrin, cypermethrin ve propoxur’un in vitro olarak

enzimi inhibe ettikleri (Sentiirk et al. 2009) belirlenmistir.

Cam (2011), cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger ve solunga¢ dokularindan G6PD
enzimini saflasgtirmistir. Saflastirmayi, homojenatin hazirlanmasi, amonyum stilfat
coktiirmesi ve 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemleri ile
gergeklestirmistir. Calismada; ¢ipura karaciger G6PD enzimi iizerinde Ag’ ve Ni*2
metallerin inhibisyon etkisi gosterdigi, Co*? Al'? ve Cu™ metallerinin ise cipura
karaciger G6PD enzimi aktive ettigi bulunmustur. Bununla birlikte solunga¢ G6PD

enzimi iizerine Zn*?, Ni*?, Cd*?, AgJ',CuJ'Z,AI+3 metallerinin inhibisyon etkisi gosterdigi
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Fe™® metalinin ise enzimi aktive ettigi belirlenmistir. Comakli et al. (2013), gokkusag
alabalig1 karacigerinden G6PD enzimini %77 verimlilikle, 1444 kat saflastirmislardir.
Ayrica calismada, Ag®, TI*, Co™ ve As™ metal iyonlarmin enzime in vitro olarak
etkisine bakilmustir. Calisma sonucunda, Ag", Co** ve As™ metal iyonlarmin ICso
degerleri sirasiyla, 0,0044, 0,084 ve 4,058 mM olarak belirlenirken, Ki degerleri
strastyla 0,0052+ 0,00042, 0,087+ 0,0157 ve 4,833+ 1,753 mM olarak tespit edilmistir.
Hu et al. (2013), Ot Sazam1 (Ctenopharyngodon idella) hepatopankreasindan G6PD
enzimini 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve DEAE Sepharose Fast Flow
iyon degisim kromatografisi metodlarin1 kullanarak saflagtirmigtir. Calismada bazi
metallerin enzim iizerine ICsp ve Ki degerleride incelenmistir. Zn+2, Mn+2, A|+3, Cu*? ve
Cd*? metallerinin 1Csg degerleri sirasiyla 0,42, 0,54, 0,94, 1,20 ve 4,17 mM olarak tespit
edilmistir. Bununla beraber calismada Zn*?, AI"®, Cu*? ve Cd*? metallerinin Ki degerleri

strastyla 0,52, 1,12, 0,26 ve 4,8 mM olarak belirlenmistir.

Tekman (2007), gokkusagi alabalik karacigerinden GR enzimini saflagtirmistir,
karakterizasyonunu belirlemis ve GR enzimi iizerine Hg+2, Cu+2, Fe+3, A|+3, Pb*? ve
Cd*? metal iyonlarinin inhibisyon etkileri incelenmistir. Saflastirma sonucunda, 13,957
EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip olan GR enzimini %47,28 verimle elde
etmistir. Ayrica karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi iizerine Hg*?, Cu*?, Fe™,
Al Pb*2 ve Cd*™ metal iyonlarinin ICsq degerlerini sirastyla; 0,509 mM, 0,082 mM,
0,797 mM, 0,804 mM, 0,122 mM, 0,0655 mM olarak bulmustur. Bununla beraber Cu™
ve Cd*® nin enzimi yarismali olarak inhibe ettigi belirlenmistir. Altun (2010), Inci
Kefali (Chalcalburnus tarichi, P-1811) karaciger ve eritrositlerinden GR enzimini,
2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi metodunu kullanarak saflastirmis ve
enzimin karakterizasyonunu belirlemistir. Karaciger ve eritrosit GR enzimlerinin
saflastirilmasi sirasiyla 4552 ve 7619 kat olarak gerceklestirmistir. Karaciger ve eritrosit
GR enzimleri i¢in optimum sicaklik, pH ve iyonik siddet etkisini tespit etmistir. SDS-
PAGE ile enzimlerin alt birimlerinin molekiil agirliklarini1 55 kDa olarak hesaplamistir.
Ayrica Inci Kefali karaciger ve eritrosit GR enzim aktiviteleri igin amikasin, sefazolin,
ivermektin ve kanamisin ilaglarinin etkilerini incelemistir. Yarismasiz inhibisyon etkisi

gosteren bu ilaglar i¢in Ki sabitleri ve Isg degerlerini hesaplamistir.
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Sonug olarak calismamizda I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde yogun sekilde aveiligi yapilan ve ekonomik dneme sahip olan C. trutta ve
C. c. umbla bobrek, karaciger ve solunga¢ dokularindan G6PD ve GR enzimi,
homojenat hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2’,5’-ADP-Sepharose 4B
afinite kromatografisi yontemleri ile saflastirilmistir. Enzimlerin saflifin1 ve alt
biriminin molekiil agirhigimi  SDS-PAGE ile tespit edilmistir. SDS-PAGE
uygulamasinda enzimler tek bant olarak elde edildi. Ayrica C. trutta ve C. c. umbla
bobrek, karaciger ve solunga¢ dokularinda G6PD ve GR enzimi aktivitesi iizerine bazi
metallerin (CuS0,4.5H,0, ZnCl;, NiCl,.6H,0, 3CdS0,4.8H,0, AgNO3, Pb(NO3),, FeCls,
Co(NO3),. 6H,0) inhibisyon etkisi arastirildi ve diisiik konsantrasyonlarda bile bu
metallerin enzimi inhibisyona ugrattiklari tespit edildi. G6PD ve GR aktivitesinin
inhibisyonu, Pentoz Fosfat Yolu’nda 6nemli rollere sahip olmasi ve antioksidan etkileri
diisiiniildiiglinde tiim organizmalar i¢in fizyolojik ve biyokimyasal olarak bir¢ok anahtar
fonksiyona sahiptir. Organizmalardaki bu dogal iirlinlerin patofizyolojik etkilerini ve bu
etkilerin tesirlerini agiklamak icin toksikolojik ve klinik ¢alismalar yapilmalidir. G6PD
ve GR eksikliginin, en genel enzimopati oldugu gergegi bu noktada unutulmamalidir.
Bu calismanin diger bir 6nemi de, iilkemiz i¢sularinda bulunan baliklar {izerine sadece
gokkusagi alabaliklarinda enzim saflastirma iizerine ¢alismalar yapilirken diger tiirler
lizerine enzim saflastirma ¢alismalari yetersizdir. Bu ¢alisma tilkemiz i¢sularinda dogal
olarak bulunan ve insanlar tarafindan severek tiiketilen C. trutta ve C. c. umbla bobrek,
karaciger ve solungac¢ dokularindan G6PD ve GR enzimi saflastirilmasi bakimindan ilk
caligmadir. Calismamizin, bundan sonra yapilacak oOzellikle farkli tiirdeki tatlisu
baliklarinda basta G6PD ve GR enzimi ile ilgili olmak iizere diger enzim ¢aligmalarina
temel olusturacag: diisiincesindeyiz. Calismamizin bu anlamda literatiire de 6nemli bir
katki yapacagi ve toksikolojik alanda bu enzimler {izerine yapilacak caligmalara temel
teskil edecegi kanaatindeyiz. Diger bir husus ise enzim inhibisyonu gibi biyokimyasal
degisiklikler cevresel sagligin indikatorleri olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bu
biyokimyasal degisiklikler suda yasayan organizmalar iizerine kimyasallarin zararh
etkilerinin gézlemlenmesinde hizli ve hasas araglardir. Bu nedenle G6PD ve GR enzimi
cevresel kirliligin kalitatif tayininde biyomarker olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
Agir metaller biyobirikime yatkin olduklar1 ve viicuda alinip depolanmalar1 metabolize

edilmelerinden daha hizli oldugu g6z oniinde bulundurulursa bu c¢aligmanin litartiire
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kattig1 deger ortaya cikmaktadir. Cilinkii sucul ortamlarda yasayan organizmalar
biinyelerinde biriken agir metalleri besin zinciri igerisinde, birbirlerine tagiyabildikleri
gibi biriken bu agir metaller ortamda yok olmayip, cesitli yollarla insanlara
ulagabilmekte ve bunun sonucu olarak insan sagligini tehdit edip, bazen tehlikeli
boyutlara ulagabilmektedir. Bu calisma kapsaminda elde edilen veriler, giiniimiizde
gelisen sanayiden dolay1 su ve topraga karigan metal iyonlarmin canlilarda bulunan
savunma sistemleri lizerinde olumsuz etki yaptiklarini gostermektedir. Dolayisiyla bu
durum insan ve hayvan sagligmi tehdit etmektedir. Bu konuda ilgili kuruluslarin

denetimlerini gerektigi gibi yapmalar1 hususu 6nem arz etmektedir.
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