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OZET

Topaloglu (Baltacioglu), E., Triarilmetan boyalarin redoks sistemi enzimleri ile
etkilesimi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya

Program Doktora Tezi, Ankara, 2005.

Bu calismada, triarilmetan (TAM™) boyalarin katalaz ve glutatyon S-transferaz
(GST) ile etkilesimleri incelendi. Malakit yesili (MG) ve kristal viyole (CV)’nin insan
eritrosit kaynakli katalazi nonkompetitif ve tersinir olarak sirasiyla 18.68 + 0.28 ve 60.67
+ 1.02 uM K; degerleriyle inhibe ettikleri gozlendi. MG ve CV’nin enzimin aktif
merkezi disindaki olas1 bagimsiz baglanma bolgeleriyle etkileserek katalazi inhibe
edebilecekleri One siiriildii. Lokomalakit yesili (LMG)’ nin eritrosit kaynakli katalazi
tersinir olarak ve dogrusal karisik tipte 135.24 + 15.10 uM K degeriyle inhibe etmesi,
inhibisyon sisteminin kismi kompetitif ve saf nonkompetitif inhibisyon tiplerinin bir
karisimi olabilecegini gosterdi. MG, sigir karaciger kaynakh katalazi 27.17 £ 2.88 pM Kj
degeriyle tersinir ve saf nonkompetitif olarak inhibe etti. LMG ve CV’nin enzimi inhibe
ettigi saptandi, ancak kinetik veriler bu boyalarin enzimin en az iki baglama bolgesiyle
etkilestikleri fikrini verdiginden goézlenen K; degerleri hesaplanamadi. Boyalarin at
karaciger kaynakli GST ile iliskisi degisken GSH ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
substrat derisimlerinde incelendi. MG ve LMG’nin karaciger kaynakli GST’1
nonkompetitif olarak inhibe ettigi gozlenirken, CDNB varliginda MG ve LMG ile
inhibisyona ait K; degerleri sirasiyla 23.07 + 7.26 ve 30.72 + 2.60 uM olarak hesaplandi.
GSH varliginda, MG ve LMG’nin karaciger kaynakli GST’i sirasiyla 210.00 + 15.23 ve
59.56 + 3.70 K, degerleriyle dogrusal karisik tipte inhibe ettigi goriildii. Bu inhibitorlerin
enzim iizerinde substrat baglama bolgelerinden farkli ticlincii bir baglama bolgesine
baglanarak iic boyutlu yap1 degisimine ve enzim inaktivasyonuna yol actig1 fikrine
varildi. CV’nin karaciger kaynakli GST’yi inhibe etmedigi saptandi. Bu sonuclar MG,
LMG ve CV’nin katalaz ve GST nin etkin inhibitorleri oldugunu ve insanlarda serbest

radikal iiretimine, lipid peroksidasyonuna ve hiicre hasarina neden olabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Katalaz, glutatyon S-transferaz, triarilmetan boyalar, boya-enzim

iliskileri
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ABSTRACT

Topaloglu (Baltacioglu), E., Interaction of Triarylmethane Dyes with Redox
System Enzymes, Hacettepe University Institute of Health Sciences, PhD Thesis
in Biochemistry, Ankara 2005.

In the present study, the interactions of triarylmethane (TAMY) dyes with
catalase and glutathione S-transferase (GST) were investigated. Malachite green (MG)
and crystal violet (CV) appeared to inhibit the catalase of human erythrocytes
noncompetitively and reversibly with the apparent K; values of 18.68 + 0.28 and 60.67 +
1.02 uM, respectively. It is suggested that both MG and CV may inhibit the human
erythrocyte catalase possibly by interacting with the independent binding sites on the
enzyme outside of the active center. Leucomalachite green (LMG) inhibited erythrocyte
catalase reversibly in a linear mixed type manner with the apparent K; value of 135.24 +
15.10 pM suggesting that the system may be a mixture of partial competitive and pure
noncompetitive inhibition. MG also inhibited bovine liver catalase reversibly in a pure
noncompetitive manner with the apparent K; value of 27.17 £ 2.88. Although LMG and
CV appeared to inhibit the enzyme, the apparent K; values couldn’t be calculated since
the data suggested that these dyes seem to interact with the enzyme through at least two
binding sites. Interaction of the corresponding dyes with equine liver GST was
investigated using various concentrations of CDNB and GSH as substrates. MG and
LMG were found to inhibit the enzyme noncompetitively with the apparent K; values of
23.07 £ 7.26 and 30.72 £+ 2.60 uM, respectively, with respect of CDNB as substrate. MG
and LMG appeared to inhibit liver GST in a linear mixed type manner with the apparent
K; values of 210.00 + 15.23 and 59.56 + 3.70 uM, respectively, when GSH was used as
substrate. It was concluded that these dyes may bind to an independent binding side
besides the substrate binding site on the enzyme and may cause some conformational
changes on the enzyme molecule which may further lead the enzyme inactivation. CV
had no inhibitory activity on liver GST. These results revealed that MG, LMG and CV
appeared as potent inhibitors of catalase and GST which may be resulted in a significant
increase in free radical production, lipid peroxidation and cell damage in humans.

Key Words: Catalase, glutathione S-transferase, triarylmethane dyes, enzyme-dye

interactions



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi
SEKILLER DiZINi

TABLOLAR DIZINI

1.GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1. TAM* Boyalarin Ozellikleri ve Siniflandiriimalari
2.1.1. TAM" Boyalarin Isiktan Bagimsiz Tepkimeleri
2.1.2. TAM" Boyalarin Is13a Bagimli Degisimleri
2.1.3. TAM" Boyalarin Fotodinamik Etkileri

2.1.4. Boya-Protein iliskileri

2.1.5. TAM" Boyalarin Kullanim Alanlari

2.1.6. TAM" Boyalarin Toksik Etkileri

2.2. Reaktif Oksijen Tiirti

2.3. Katalaz

2.3.1. Katalazin Molekiiler Ozellikleri

2.3.2. Genel Bilgiler

2.3.3. Hem’in aktif yapisi

2.3.4. Katalazin etki mekanizmasi

2.3.5. Tipik Katalazlarda NADPH-Baglanmasi

2.3.6. Katalaz inhibitorleri

2.3.7. Katalazin TAM" Boyalar ile Etkilesimi

2.4. Glutatyon S-Transferaz

vii

Sayfa

il

iv

Vi

Vil

Xii

XVvi

o 0 9 N B~ W

12
12
13
16
16
17
18
18
19



2.4.1. Genel Bilgiler

2.4.2. GST Izozimleri ve Ozellikleri

2.4.3. GST’nin Baglama Bolgeleri

2.4.4. GST izozimlerinin Ligandin Ozelligi

2.4.5. GST Izozimlerin Biyolojik Sistemlerdeki Onemi
2.4.6. GST’nin Inhibitorleri

2.4.7. GST ile TAM" Boyalarin Etkilesimi

3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gereg

3.2. Yontemler

3.2.1. Eritrosit Hemolizatinin Hazirlanmasi

3.2.2. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

3.2.3. Katalaz - Inhibitor Etkilesiminin Incelenmesi
3.2.4. GST’nin Aktivite Tayini

3.2.5. GST’nin Kinetik Davranis1 ve GST—Inhibitor
Etkilesiminin Incelenmesi

3.2.6. Protein Tayini

3.2.7. Kinetik Verilerin Degerlendirilmesi

4. BULGULAR

4.1. Insan Eritrosit ve Sigir Karacigeri Kaynakli Katalazlarin

Kinetik Davranisi

4.2. Eritrosit Kaynakl Katalaz ile TAM" Boyalarin Etkilesimi

4.2.1. MG’nin Eritrosit Kaynakli Katalaz ile Etkilesimi

4.2.2. LMG’nin Eritrosit Kaynakli Katalaz ile Etkilesimi

4.2.3.CV’nin Eritrosit Kaynakli Katalaz ile Etkilesimi
4.2.4. MG’nin S1g1r Karacigeri Kaynakl Katalaz ile
Etkilesimi

4.2.5. LMG’nin Sigir Karacigeri Kaynakli Katalaz ile
Etkilesimi

4.2.6. CV’nin Sigir Karacigeri Kaynakli Katalazi ile
Etkilesimi

viil

19
19
23
24
25
26
27

28
28
28
28
28
29
30

31
31
32

33
36
37
40
43

46

49

52



4.3 At Karacigeri Kaynakli GST nin Kinetik Ozellikleri
4.4. TAM" Boyalarin At Karacigeri Kaynakli GST

ile Etkilesimi

4.4.1. MG nin At Karacigeri Kaynakli GST

Uzerindeki Inhibitor Etkisi

4.4.2. LMG’nin At Karacigeri Kaynakli GST
Uzerindeki Inhibitor Etkisi

4.4.3. CV’nin At Karacigeri Kaynakli GST

Uzerindeki Inhibitor Etkisi

5. TARTISMA

6. KAYNAKLAR

56

59

59

65

70

71

80

X



SIMGELER VE KISALTMALAR

BSA S1g1ir Serum Albumini
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GST Glutatyon S- Transferaz

H,0O, Hidrojen Peroksit
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KP Fosfat Tamponu

KT Karisik Tip Inhibisyon

LMG Lokomalakit Yesili

MG Malakit Yesili

MLC Micrococcus lysodeikticus

Mn Manganez

MY Metanil Sar1

NAD" Nikotinamid Adenin Diniikleotit

NADH Indirgenmis Nikotinamid Adenin Diniikleotit
NADP* Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NADPH Indirgenmis Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

NK Nonkompetetif Inhibisyon
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1. GIRIS

Fizyolojik olarak hiicresel proseslerde gorev yapan; bircok patolojik olayda
rol oynayan ve ila¢ gelistirmede hedef teskil eden proteinlerin tanimlanmasi, yap1 ve
islevlerinin aydinlatilmasi amaciyla son yillarda iizerinde calisilan Chromophore-
assisted light inactivation (CALI) teknolojisinde kromofor olarak triaril metan
(TAM") boyalar kullanilmakta ve bu boyalarla isaretlenen antikorlar ilgilenilen hedef
proteine yonlendirilmektedirler. Secilen dalga boyundaki laser 151n1 boya tarafindan
absorplandiginda olusan serbest radikallerin yalnizca hedef proteini hasara ugrattigs,
diger hiicresel bilesenleri etkilemedigi 6ne siiriilmektedir. CALI'nin bir cok enzimi,
sinyal iletim molekiillerini, reseptorleri, iskelet proteinlerini, kinezini ve
transkripsiyon faktorlerini inaktive ettigi bildirilmistir. CALI'nin etki mekanizmasi
konusunda yapilagelen caligmalarda fotokimyasal indiikleme sonucu protein
diizeyinde meydana gelen redoks degisimler iizerinde durulmaktadir. Fluoressein,
malakit yesili (MG) ve yesil fluoresan protein (GFP) CALI yonteminde siklikla
kullanilan bilesiklerdir.

Ancak TAM boyalarin 1siktan bagimsiz olarak albumin ve diger proteinlerle
etkilesimleri de bildirilmis; 6zellikle MG’in fotokimyasal olmayan tepkimeler i¢in de
uygun oldugu one siiriilmiistiir. S6z konusu boyalarin insanda kanserojen etki
gosterdigi yolundaki ¢alismalar da g6z oniine alindiginda, TAM® boyalarla hiicre
bilesenleri arasinda etkin bir etkilesim olas1 goriilmektedir.

MG ve kristal vioyole (CV) tiim diinyada tekstil ve gida endiistrisinde boya
olarak, su iriinleri endiistrisinde fungusit, ektoparazitisit ve dezenfektant olarak
kullanilmaktadir. Endiistride ve sitokimyasal boya olarak tipta hala siklikla
kullanilmakla birlikte FDA, MG’in besin boyast ve yenilen deniz {iriinlerinde
koruyucu olarak kullannmma izin vermemektedir. MG insan gastrointestinal
kanalinda anaerobik olarak renksiz formu olan lokomalakit yesili (LMG) ne
doniismektedir ve bu form da diger karsinojenik TAM boyalarin etkilerine benzer
etkiler gostermektedir. CV, endiistride boya olarak, tipta biyolojik boya, mikrobisid
ve antihelmintik olarak kullanilmakta ve tipki MG gibi intestinal mikroflorada

renksiz formuna (LCV) doniismektedir.



Asirt dozda oksidana maruz kalma veya antioksidan kapasitedeki azalma gibi
nedenlerle olusan oksidatif stres, kaynagindan bagimsiz olarak hiicre fonksiyonlarii
etkilemekte, lipid peroksidasyonuna, dolayisiyla ciddi sitopatolojik sonuglara yol
acmaktadir. En bilinen antioksidan bilesik olan glutatyon (GSH), oksidasyon-
rediiksiyon tepkimelerinde indirgeyici gii¢ olarak rol alir. GSH seviyesini muhafaza
etmek icin glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon transferaz (GST) gibi antioksidan enzimler
birlikte hareket etmelidirler. Bu enzimlerin eksikligine veya inhibisyonuna yol acan
olay ya da bilesikler, hiicrelerde redoks dengesini bozarak oksidan diizeyinin

artmasina neden olur ve ¢ogu kez tersinmez hiicre hasar ve liimiine yol agarlar.

Bu calismada, onemli antioksidan enzimlerden CAT ve GST secilerek
eritrosit ve sigir karacigeri kaynakli CAT ve at karacigeri kaynakli GST nin TAM"
boyalardan MG, LMG ve CV ile etkilesimlerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Elde
edilecek sonuglarin sézkonusu boyalarla etkilesen antioksidan enzimlerin kimligi ve
etkilesimin mekanizmas1 agisindan Onemli ipuglar1 verecegine ve bu Onbilgiler
1s18inda Ozellikle kanser olusumu agisindan Onem tasiyan yapisal ve fonksiyonel
protein/enzimlerin spesifik inaktivasyonuna yonelik caligmalarin planlanabilecegine

inanmaktayiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TAM" Boyalarin Ozellikleri ve Siiflandiriimalari

TAM* boyalar, ticari boyalarm onemli bir siifimi olusturmaktadirlar ve
katyonik boyalar sinifina dahildirler. Genellikle organik bazlarin tuzlari olan bu
bilesikler bazik ozellik gosterir ve suda coziiniirliikkleri yiiksektir. Kromofor olarak
fukson imin yapisini igeren TAM™ boyalar, her ikisi de renksiz olan triarilmetan veya
trifenil karbinol ¢ekirdegine substitiisyon yoluyla tiiretilmislerdir (1). Kromoforik
cekirdege bir ya da birden fazla amino veya hidroksil grubunun para-substitiisyonu
ile 3 grup TAM boyasi elde edilir:

e MG serisi. Benzen halkasinda iki amino grubu igerirler. Malakit yesili ve
parlak yesil bu gruba 6rnek olarak verilebilir.

e Rozanilin serisi. Benzen halkasinda ii¢ amino grubu icerirler. Rozanilin,

pararozanilin, kristal viole ve metil viole bu gruba ornek olarak verilebilir.

® Rozolik asit serisi. Benzen halkasinda ii¢ hidroksil grubu igerirler. Rozolik

asit bu gruba Ornektir.

Bu c¢alismada kullanilan MG, LMG ve CV’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de

goriilmektedir.
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Sekil 2.1. MG, LMG ve CV’nin kimyasal yapilari.



2.1.1. TAM" Boyalarin Isiktan Bagimsiz Tepkimeleri

TAM* boyalar renklerini sadece 15181n etkisiyle degil, aym1 zamanda kimyasal
olaylar sonucunda da kaybedebilirler. Bazik boyalarin alkali ¢ozeltilerinin renginin
tamamen soldugu gdzlenmistir. Alkalin solma, ¢esitli TAM" boyalarin karbonyum
iyonlarimin niikleofiller ile tepkimesine dayanmaktadir. Sulu ¢ozeltilerde TAM®
boyalarin alkalin solmasi katyonik siirfaktanlar ve katyonik polielektrolitler
tarafindan misel olusumlarla hizlandirilabilir (2). Buna karsilik anyonik siirfaktanlar
ve anyonik polielektrolitler bu boyalarin solmasini geciktirebilirler. Bu etkiler, boya,
polielektrolit ve siirfaktan biiyiik hidrofobik grup igerdiginde maksimum boyuta
ulasir.

Sulu ¢ozeltilerde karbokatyon boyalarin karbinole doniisiimii gosterilmistir.
Karbinol olusumunun baz katalizli bir tepkime oldugu ve bu olaym karbon

merkezine bir su molekiiliiniin hiz belirleyici tepkimesiyle gerceklestigi belirtilmistir

3).

ki
TAM*+NH > TAM-N+H"
H2Olk0 K|

TAM-OH + H*

Sekil 2.2. TAM™ boyalarin basit niikleofillerle eklenti iiriinii olusturmast.

Karbokatyon boyalarin kararliligina yapilarin etkisi arastirildiginda, bir katyon
boyanin niikleofilik ataga karsi kararliliginin, kendi karbokatyon merkezi ve ona
bagh aril halkalardaki 4-aminoalkilamino substituentlerinin azot atomu iizerindeki
serbest e ¢ifti arasindaki rezonans etkilesiminin derecesine bagli oldugu
goriilmiistiir. Fenil veya 1-naftil halkalarinda 4-NHC,Hs = 4-N(C;Hs), veya 4-
N*(CH3), C,H;s substituentleri igeren triarilkarbokatyonlarin aril halkalar ile
koplanar yap1 gostermedikleri ve karbokatyon merkeze diger boyalara gore daha az

rezonans etki gosterdikleri saptanmistir (3).



Sicaklik, nem, O,, O3, SO, ve NO, gibi gazlarin, suda ¢oziinebilirliligin,
fotoyitkim iriinlerinin solmayr etkiledigi gosterilmis ve yapilan calismalardan
bunlarin birbirine bagli olduklar1 sonucuna varilmistir (4).

CV’nin Trypanosoma cruzi hiicre ve homojenatlarda serbest radikal
olusturarak toksik etki gosterdigi ve bu etkinin 1s1k ile arttig1 one siirtilmiistiir (5).

Ovalbumin (OA) ve insan serum albumini (HSA) kullanilarak MG’nin
karanlik tepkimeleri iizerinde yapilan c¢alismalar, ortamda protein olmadiginda
karbinol olusumunun (solmanin) pseudo-first order hiz kinetigi gosterdigini ve OA

ve HSA varliginda multifazik bir tepkime igerdigini gostermistir (6).

2.1.2. TAM" Boyalarin Isiga Bagimh Degisimleri

TAM' boyalar, fotooksidasyon ve fotorediiksiyona duyarhdir. Cogu
arastirmacilar katyon boyadan bir elektronun kopmasinin fotooksidasyonun
baslangic asamasi oldugunu ileri siirerken, sulu c¢ozeltilerde MG ve CV’nin
fotoyikimini esas alan fotooksidasyon olaylarinda bir dikatyon radikal ve ¢oziinmiis
bir elektron olusturuldugu ileri siiriilmiistiir (7).

350-420 nm dalga boyundaki giines 1s1&mnin parlak yesil, Victoria saf mavisi,
magenta gibi bazi TAM" boyalarin solmasini arttirdidi gézlenmistir. Marczenco ve
Kalinowski (8) CV ve MG’nin fotorediiksiyonunda giines 1s1ginin suni 1s18a gore
daha etkili oldugunu gostermislerdir.

TAM" boyalarin 16ko iiriinlere doniigmesi ortamdaki niikleofiller ya da
proteinlerden boyaya tek e aktarimiyla baglatilan 2e” transfer islemidir. Kismi
indirgenmis C merkezli boya, ya ¢6ziinmiis oksijenle tepkimeye girerek benzofenon
tip fotoiiriin olusturur, ya da ikinci bir e alarak TAM® boyanm 16ko tiirevini
olusturabilir. Sekil 2.3’de MG’nin fototransformasyon ve deaktivasyon yollar

gosterilmistir.
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Sekil 2.3. MG nin fototransformasyon ve deaktivasyonu®.

Barlett ve digerleri (9)’dan alinmistir.

S, Ty, MG nin eksite durumlari (singlet, triplet); ISC, sistem ici gecis (inter
system crossing); MGH, 1okomalakit yesili.

Barlett ve dig. (7) MG ve CV’nin fotoyikim ile aminosubstituentli
benzofenonlara okside olduklarini, tiim 16ko bilesiklerin, 6zellikle demetillenmis
tiriinlerin ¢ok az miktarda olustugunu rapor etmislerdir. Desai ve Vaidya (10)

hidrojen peroksitin boyalarla oksidasyon iiriinleri verdigini ileri siirmiiglerdir.
2.1.3. TAM" Boyalarin Fotodinamik Etkileri

Fotosensitizor, 151k ve ¢oziinmiis molekiiler oksijen, biyolojik sistemlerde
fototoksik etki gostermek icin gereklidir. Oksijene bagimli zararh etkiler fotodinamik
etki olarak adlandirilir. Fotokimyasal olaylar iki farkli fotosensitize oksidasyon tipi
icerir. Tip 1 fotosensitizasyon tepkimesinde fotooksidasyon olaylar eksite sensitizor

ve substrat arasinda e” ve H transferi ile baslatilir. Olusturulan radikal cift, peroksil,



siiperoksit ve "OH gibi sitotoksik reaktif oksijen tiirii (ROT) olusturmak iizere
coziinmiis molekiiler O, ile tepkimeye girer (9). Tip 2 tepkimesinde fotooksidasyon
olaylar1 triplet sensitizorden molekiiler O,’e enerji transferi ile baglatilir. Singlet
oksijen ('O,), bu tepkimede olusturulan  reaktif oksijen tiiriidiir. Yapilan
calismalarda boya bozunumu ve singlet oksijen iiriinleri arasinda dogrudan bir iliski
bulunamamustir. "O,nin  boyanin foto solma olayinda yeralmadigi, ancak

benzofenon-tip foto iiriin olusumunda rol oynadig: diisiiniilmektedir (7).

2.1.4. Boya-Protein iliskileri

TAM* boyalarin  protein fiberlerini boyamada kullanilmas: tekstil
endiistrisinde azalirken, biyolojik bilimlerin boya-protein baglanmasinda spektral
degisiklikler iizerinde durmast artmistir. Bradford (11), spektral degisiklikleri
kullanarak asit mavisi 90 TAM boyasi icin bir protein yontemi gelistirmistir.

TAM" boyalarinin biyolojik sivilarda sigir serum albuminine (BSA)
nonkovalan olarak baglandigi (7), proteine bagli MG’nin solmasi sonucunda foto
tepkime iiriinii olarak LMG meydana geldigi bildirilmigstir (9).

MG’nin nonfotokimyasal solmasi ovalbumin (OA) ve insan serum albumini
(HSA) kullanilarak pH 8 ve 10’da c¢alisildiginda boyanin renginin soldugu ve pH
4.5’de boyanin renginin geri kazamldigr gozlenmistir (6). N ve S niikleofiller
kullanildiginda MG ve metil yesili (MeG)’ nin sadece merkaptoetanol ve GSH ile
renksiz eklenti olusturdugu bildirilmistir (12). Yapilan diger bir calismada, MG ve
MeG gibi son derece elektrofilik olan TAM® boyalarin bir kisminin biyolojik
stvilarda kovalan boya-protein eklenti olusumu olarak etkidigi, kalan kisminin
katyonik nonkovalan ligandlar olarak serbest etkidigi gosterilmistir (13).

MG’in glutatyona bagimli enzimleri inhibe edebilecegi bildirilmis; GSH ve
GST gibi antioksidan enzimlerin MG, CV ve etil viole (EV) ile inhibe olduklar1 6ne

siiriilmiis, ancak mekanizma tam olarak aydinlatilamamugstir (14).



2.1.5. TAM" Boyalarin Kullanim Alanlar:

MG, (N-[4,4-bis dimetilaminofenil] fenil metilen-2,5 siklohekzadien-1-
ilidien) ve CV (N,N,N’,N’,N’’ N’ hekzametil pararosanilin) tiim diinyada tekstil ve
gida endiistrisinde boya olarak, su iriinleri endiistrisinde fungisit, ektoparazitisit ve
dezenfektant olarak kullanilmakta olan suda ¢oziiniirliigii yikksek TAM" boyalardir
(15). MG, yiiksek adenin ve timin (AT) iceren DNA bolgelerine baglandigl igin
histokimyada DNA boyas1 olarak da kullanilmaktadir (16). Kuvvetli etkisi ve
ucuzlugu nedeniyle ipek, tahta, deri, seramik ve pamuk boyasi olarak endiistride ve
sitokimyasal boya olarak tipta hala siklikla kullanilmakla birlikte ABD’de FDA,
MG’in besin boyasi ve yenilen deniz iiriinlerinde koruyucu olarak kullanimina izin
vermemektedir (17,18).

CV’nin tiim metil violelerin i¢inde en koyu mavi ton 6zelligine sahip olmasi,
Gram boyamasinda bakterinin primer siniflandirilmasina ve tanimlanmasina olanak
saglar. CV tipta antimikrobiyel ve antihelmintik olarak da kullanilmaktadir. Kan
bankalarinda, Trypanasoma crusi iceren kanla bulagsan Chagas hastaliginin
Oonlenmesi amaciyla kan iiriinlerine eklenmekte; ayrica bebeklerde gobek kordonu
dezenfeksiyonunda kullanilmakta, kiimes hayvanlarinin yemlerine kiif ve mantar

tiremesini engellemek amaciyla katilmaktadir (5,16,19,20).

2.1.6. TAM" Boyalarin Toksik Etkileri

MG’in etkin antimikrobiyal aktivitesi, boyanin hiicrelerarasi enzimleri inhibe
etmesine; DNA ile etkilesimine ve hiicre zarlar1 ile girisimine baglanmaktadir. Son
yillarda MG’in ¢ok diisiik derisimde (0.1pg/ml) bile memeli hiicrelerine toksik etki
gosterdigi ve DNA sentezinde inhibitor etki gosterdigi one siiriilmiistiir (21). MG’in
bu etkisinin monooksijenaz sistemi ve serbest radikal olugturmasi nedeniyle yolactigi
lipid peroksidasyonu iizerindeki olumsuz etkisinden kaynaklandig: bildirilmis ancak
mekanizma aciklik kazanamamistir (17,18,22). MG ve metanil sarinin (MY)
sicanlarda  N-nitrozodietilamin tarafindan indiiklenen hepatik preneoplastik

lezyonlarin gelisiminde tiimor arttirici etkiye sahip oldugu rapor edilmigstir (17).



Insan gastrointestinal kanalinda bulunan cesitli anaerobik bakterilerin MG’i
indirgeyip renksiz  formuna (LMG) doniistiirdiigii bilinmektedir (15). LMG ve
MG’nin oksidatif metabolizmasindan tiireyen ek metabolitler (demetilasyon ve N-
oksijenasyon {iriinleri), yapilar1 karsinojenler ile iligkili oldugu bilinen birer primer

arilamin icerirler (Sekil 2.4) (23).

MG
Oksidasyor/ \Rediiksiyon
MG N-oxd LMG
l oxd l oxd
des-MG-N-oxd des-LMG (demetilasyon)
l oxd
2- des-LMG
l oxd
3- des- LMG

Sekil 2.4. MG’nin ve LMG’nin oksidatif metabolizmasindan tiireyen ek
metabolitler.

Doerge ve digerleri (23)’den alinmugtir.

LMG’nin DNA eklenti iiriinleri olusturdugu; gama glutamil transferaz
(GGT), tiroksin (T4) ve tiroid stimiile edici hormon (TSH) diizeylerini arttirdig;
karacigerde timor olusumunu indiikledigi bildirilmistir (24). LMG’nin tiroid
peroksidaz (TPO) katalizli tirozin iyodinasyonunu inhibe ettigi de bilinmektedir (25).
CV, upki MG gibi intestinal mikroflorada renksiz formu olan LCV’ye
doniismektedir. Yiiksek dozda verilen CV, tavuk embriyolar igin toksik etki
gosterirken, fare kemik iliginde mitotik aktiviteyi azaltmaktadir (26). CV’nin renal,
hepatik, akciger kanserlerine ve tiroid karsinogenezisine yol actigr bildirilmistir
(23,25).

Diger TAM® boyalarin da oksidatif enzimler ile transformasyonu

bildirilmistir (25).



2.2, Reaktif Oksijen Tiirii (ROT)

ROT,

oksijenden tiireyen c¢ok sayidaki

10

reaktif bilesigin genel adidir.

Bunlarin bazilar1 hidroksil radikali ("OH) gibi son derece reaktif iken, bazilar1 da

siiperoksit (O,") ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi daha az reaktiftir. Paylasilmamis

elektron tastyan diisiik molekiil agirlikli serbest molekiiller ve hiicreler arasi serbest

radikaller de ROT olarak adlandirildigindan; bu terim serbest radikal ve reaktif

oksijen tiirii icin birlikte kullanilmaktadir. Serbest radikaller ve ROT, serbest radikal

olusturan zincir tepkimesini baglatan biyomolekiiller ile kolayca tepkimeye girerler.

Bu zincir tepkimesini durdurmak i¢in; yeni olusan bir radikal ya baska bir serbest

radikal ile tepkimeye girerek eslesmemis elektronlar1 elimine eder ya da serbest

radikal yakalayicis1 veya antioksidan ile tepkimeye girer (27).

Onemli baz1 ROT’iin yapilar1 ve hiicresel kaynaklari; ROT karsiti enzimatik

savunma sistemleri ve iirlinleri Tablo 2.1’ de listelenmistir.

Tablo 2.1. Onemli ROT ve metabolizmalar:

ROT Ana Enzimatik Savanma Uriin
Kaynaklar Sistemleri
Superoksit (0,") Elektron tagima Siiperoksit dismutaz H,0,+ O,
zincirinden (SOD)
elektronlarin kirilmasi
Aktiflesmis fagositler | Siiperoksit rediiktaz H,0,
(baz1 bakterilerde)
Ksantin oksidaz
Flavoenzimler
Hidrojen peroksit Siiperoksit dismutaz | Glutatyon peroksidaz H,0+ GSSG
(H,0,) aracihigi ile O,”
NADPH-oksidaz Katalaz H,O + O,
(notrofiller)
Glukoz oksidaz Peroksiredoksin H,O
Ksantin oksidaz
Nitrik oksit (NO) Nitrik oksit sentetaz | Glutatyon /Trx R GSNO

Nordberg ve digerleri (28)’den alinmugstir.
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Hiicresel antioksidan sistem iki onemli gruba ayrilir:

1.Enzimatik antioksidan sistem:

Siiperoksit dismutaz (SOD): Okaryot hiicrelerde siiperoksit anyonu (O,")
iki metal iceren SOD izozimleri tarafindan hidrojen peroksite metabolize edilir.
Mitokondride bulunan Mn-SOD 80 kDa’luk tetramerik bir yapidir. Sitozolde
bulunan Cu/Zn-SOD 32 kDa’luk dimerik bir yapidir. SOD ile katalizlenen tepkimede
iki molekiil siiperoksit, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen olusturulur. SOD ile

katalizlenen tepkime son derece hizlidir.

20, +2H ——» H,0,+0,

Siiperoksit rediiktaz (SOR): Siiperoksitin dogrudan indirgenmesini
katalizleyen bu enzim demir igerir ve anaerobik, siilfat-indirgeyici bakterilerde

bulunur.

02.-+e-+2H+ —_— H>,0O,

Katalaz (CAT): Hem iceren proteinlerdir. Memeli hiicrelerinde en fazla
peroksizomlarda bulunurlar. CAT, hidrojen peroksitin suya ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu katalizler.

2 H202 _—> 02 +2 HZO

Peroksiredoksin (Prx): Hidrojen peroksit ve farkli alkil hidroperoksitleri
dogrudan indirgeyen enzimlerdir. Thioredoksin (memeli hiicrelerde), katalitik
dongiide olusan okside peroksidazlari rejenere eder. Peroksiredoksinlerin p53

tarafindan indiiklenen apoptozizi inhibe ettigi gosterilmistir.

Glutatyon peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidazlarin tiimii, glutatyonu
substrat olarak kullanarak H>O,’in indirgenmesini katalizler. Ayrica diger
peroksitleri alkollere indirgerler. Iki molekiil GSH, GSSG’e oksitlenir ve ardindan
GSSQG, glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan indirgenir.

ROOH+2GSH ___ , ROH + GSSG + H;O
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Glutatyon Rediiktaz (GR): Glutatyon (GSH), hiicreler arasinda en cok
bulunan tiyol kaynakli antioksidandir. Ana gorevi siilfidril tamponu olmakla birlikte,
GST ile katalizlenen konjugasyon tepkimeleri araciliiyla bilesikleri detoksifike
eder. Okside glutatyonlar (GSSG), NADPH-bagimli flavoenzim glutatyon rediiktaz
(GR) ile indirgenirler.

2. Nonenzimatik Antioksidan Sistem: GSH, Vitamin C, vitamin E, selenyum

bilesikleri, lipoik asit ve ubikuinon iceren diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin
antioksidan olarak biyolojik dnemi vardir. Sekil 2.5’de GSH ve tiirevlerinin serbest

oksijen radikallerine kars1 nétralizan rolii 6zetlenmistir.

/ T
GSH — R ——» RH+GS' —» GS'— GSSG

l -

ROO" —» ROOH + GS”

!

- H,O +GS”

GSH-S-Tr ROOH —— ROH+GSSG _NADPH , GSH
Fe*? l GSH Px GSH Red
v OH"

Ksenobiyotiklerin Konjugasyonu

Sekil 2.5. GSH ve tiirevlerinin biyolojik sistemlerde 6nemi.

2.3. Katalaz

2.3.1 Katalazin Molekiiler Ozellikleri

Katalaz (H,O,: H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) ile ilgili ilk ¢alismalar 19.
yiizyila dek uzanmaktadir. Loew, H>O,’yi yikan enzimi katalaz olarak adlandiran ilk
kisi olmasina ragmen, Warburg katalazin aktif merkezinin demir icerdigini ve

siyanid ile inhibe oldugunu gostermistir (10).
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Katalazlarin iizerinde uzun siiredir calisilmasina ragmen, enzimin yapi ve
fonksiyonuna yonelik coziilemeyen bir ¢ok soru vardir. Herbert ve Pinsent (10)
1948°de ilk prokaryotik katalazi1 Micrococcus luteus’tan elde etmistir.

Daha sonraki yillarda sigir karacigeri (BLC) , Penicillum vitale (PVC) (29),
Micrococcus lysodeikticus (MLC) (30), Proteus mirabilis (PMC) (31), Escherichia
coli (HPII) (32), Saccharomyces cerevisia (CATA) (33) ve insan eritrositlerindeki
(HEC) (34) katalazlarin kristal yapilar1 aydinlatilmistir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Insan eritrosit katalazinin (1.11.1.6) kristal yapist.

Putnam ve digerleri (34)’ten alinmstir.

2.3.2. Genel Bilgiler

Katalaz-peroksidazlar, hiicrelerin oksidatif savunmasinda yer alan bir
hemoprotein enzim simfidir. Katalaz mutagenezde, inflamasyonda, apoptozizin
onlenmesinde ve ¢ok sayida tiimoriin uyariminda rol oynayan onemli bir faktordiir.
Katalazlar, Fenton tepkimesi araciligi ile H,O, den hidroksil radikali olusum riskini
azaltir; aerobik organizmalari suya ve molekiiler O,’ye pargalayarak organizmay1

H,0O;’nin toksik etkilerine kars1 korurlar. Katalazlar baglica 3 alt gruba ayrilirlar (34):
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e Manganez katalazlar. Lactobacillus plantarum, Thermus thermophilus ve

Thermoleophilum album gibi mezofilik laktik asit bakterilerinde bulunur. Bu
enzimler hem grubu yerine rediikte Mn(II) Mn(Il) ve okside Mn(III) Mn(III)
arasindaki doniisiimde iki-elektronlu katalitik dongii sergileyen bir diniiklear
manganez aktif kisim igerirler. Molekiil agirliklart 170-210 kDa’dur ve 266
aminoasit icerirler.

e Peroksidaz katalazlar. Prokaryotlardan Penicillium simplicissimum, Septoria

tritici ve diisiik Okaryotlarda (Okaryotik askorbat peroksidaz, maya sitokrom
peroksidaz c¢) bulunur. Molekiil agirliklar1 120-340 kDa arasinda degisir ve genellikle
homodimerdirler. Aktif kisimlarindaki gii¢lii benzerliklerine ragmen, katalitik
aktivite ve substrata secicilik acisindan farkliliklar vardir. En belirgin 6zellikleri
bifonksiyonel katalitik davrams gostermeleridir. Peroksidaz katalazlar tipik
katalazlara gore yliksek sicaklik, pH ve H,O; ile inhibisyona ¢ok daha duyarlidirlar.

e Tipik katalazlar. Aerobik solunum yapan organizmalarda, Okaryot ve

prokaryot hiicrelerde bulunur. Yapisal ve biyokimyasal acidan tamamen karakterize
edilmistir. Bu enzimler 200-340 kDa’luk 4 prostetik hem gruplu homotetramer
yapidadir ve cekirdeginde yaklasik 390 aminoasitli dort yapisal domain bulunur : N-
ucu kolu, B-fi¢1 domaini, sarmal domain, a-helikal domain (Sekil 2.7). Baz1 tipik
katalazlarda C-ucu bolgesinde ekstra domain bulunmaktadir. B-fig¢t domaini tiim
canlilarda ¢ok 1yi korunurken, sarmal yapr ve a-helikal domainde bazi degisiklikler
goriilmekte, en biiyiik degisiklikler C- ve N-u¢ bolgelerinde olugmaktadir. Tipik
katalaz1 kodlayan genler, bircok organizmadan izole edilmistir. Bazi durumlarda

NADPH’nin her bir altbirime sikica baglandigi saptanmistir (34).

Insan katalazi, altbirimlerinin her biri dort domaine boliinmiis tetramer
yapidan olusmustur (Sekil 2.8). Enzimin fonksiyon gosterebilmesi igin tetramerik
yap1 sarttir. Hem bolgesi yiiklii oldugunda, tetramerik yapi1 topluca dimerlere

doniisebilir.
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Sekil 2.7. Insan eritrosit katalazini ikincil yapisi. Aktif bolgede gorev alan
kisimlar, NADPH ve H,0, baglama bolgeleri sirasiyla kirmizi, mavi ve yesil
ile gosterilmistir

Putnam ve digerleri (34)’ten alinmustir.

Sekil 2.8. Insan eritrosit katalazinin tetramer yapis.

Putnam ve digerleri (34)’ten alinmustir.
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2.3.3. Hem’in aktif yapisi:

Hem reaktivitisini kontrol eden kimyasal yapiyr belirlemek iizere, insan
enziminde 15 A uzakligindaki hemin geometrik yapis1 ve ortamin analizi
yapilmustir. Insan eritrositindeki hem prostetik grubu BLC yapisina gore daha az
yuvarlak bulunmus ve aktif bolgedeki demirin pentakoordinat yapisinda oldugu
goriilmistiir. Dort hem N-Fe uzaklig 1.9 A ve Tyr 358’in demire uzakhigr 1.85 A
olarak bulunmustur (Sekil 2.9).

Dért su molekiilii, aktif kismi 25 A derinligindeki hidrofobik bir kanal icine
gomer ve bu kisitm Trpl68, Phel54, Phel53, Prol29, Valll6 ve Vall74’iin
hidrofobik yan zincirleri ile cevrelenir. Hidrofobik yapinin her iki ucunda su
molekiilleri ve protein arasinda hidrojen baglar1 olusturulur. Boylelikle, sadece su,

H,0; ve diger kiiciik molekiillerin hem molekiiliine ulagsmasina izin verilir.

Sekil 2.9. Sacchoramyces cerevisia’nin katalaz A yapisi. Hem ligandin (Tyr
355) iist ucunun ¢evre domain ile baglantisi.

Zamocky ve digerleri (10)’dan alinmistir.

2.3.4. Katalazin etki mekanizmasi

1947°de Chance katalaz ve H,O, arasinda olusan birinci kompleksi kesfetmis

(Bilesik I), enzimin davranmisinin sadece H,O,nin denge-durumu derisimine bagh
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oldugunu, diisiik derisimde peroksidatik fonksiyon, yiiksek derisimde katalitik
fonksiyonun yaygin olabilecegini One siirmiistii. Bilesik I'in kesfinin ardindan
Bilesik II ve III kesfedilmisti.

Katalazlar, substratin sirayla oksitledigi ve daha sonra aktif kisimdaki hem
demiri indirgedigi iki basamakli tepkime ile fonksiyon gosterirler. ilk basamakta,
hem Fe +3, H,0;’yi suya indirger ve bir Il-katyon parfarin radikalli okso-ferril
parfirin kompleksi (Fe+4=OP’) olusturur. Ikinci basamakta Bilesik I ikinci bir
peroksit molekiiliinii molekiiler oksijene oksitler ve ferril oksijen tiirlerini su olarak

saliverir.

Katalaz (Fe *) +H,0, ———"Bilesik I (Fe *) + H,O (1)
Bilesik I (Fe *°) + H,0, ———"Katalaz (Fe *) + O + O, (2)

Katalaz, H,O, ve diger peroksitleri Bilesik I aracilifiyla cok sayida
bilesikleri oksitlemek (peroksidaz aktivitesi) i¢cin de kullanabilir (35). H,O, derisimi
diisiik denge durumunda tutuldugunda

Bilesik [ (Fe ™) + AH ——>Bilesik I (Fe ™) +A’ (3)
Bilesik Il (Fe ™)+ AH ——— Katalaz (Fe¥) +A’ (@)

AH, elektron vericisi (fenolik bir bilesik: fenol veya ferrosiyanid)
A’ , bir elektron verildikten sonra sonuglanan radikal olusumunu gosterir.
H,0; cok yiiksek derisimde oldugunda hem peroksidazlar hem de katalazlar

bilesik II (Fe +4) diye bilinen tersinmez inaktif tiirler olusturabilirler.

2.3.5. Tipik Katalazlarda NADPH-Baglanmasi

Katalaz, kendi etkisini arttiran ve onu inaktivasyondan koruyan NADPH’yi
baglar. NADPH’in tipik katalazlar arasindaki baglanma egilimi degiskendir. En siki,
sigir karaciger katalazina, insan eritrosit katalazina ve Proteus mirabilis katalazina
(PMC) baglanir (36). Baglanmanin egilimi NADPH> NADH> NADP"> NAD"
sirast ile azalir. Katalazlarin NADPH’1 baglama bolgeleri, enzim yiizeyine yakindir.
Biiylik altbirimli katalazlarin kristal yapisinda molekiiliin bu bolgesinin enzimin

ekstra domaini ile ortiistiigli saptanmustir (31).
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NADPH’nin enzime baglanmasindaki rolii, Bilesik II'nin yigilmasini
onlemektir (36). Yapilan calismalarda NADPH’nin Bilesik II'nin olusumunu

engellemedigi, kuaterner yapiyi stabilize ettigi belirtilmistir.

2.3.6. Katalaz inhibitorleri

Katalazlarin H,0O,’e yiiksek secicilik gosterdigi ve sadece birka¢ bilesigin
enzimatik aktiviteyi inhibe ettigi gOsterilmistir. Memeli katalazlart H,O, varliginda
potasyum siyaniir, azid, hidroksilamin ve 3-amino-1,2,4-triazol (3AT) tarafindan
inhibe edilmektedir (37). Katalazlarin azid ve hidroksilamin ile inhibisyonu nitrik
okside-ferrokatalaz (38) veya Bilesik III (39) ile etkilesim temel alinarak agiklanirken,
aminotriazol ile inhibisyonun protein modifikasyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir
(40,41). Fungal katalazin hidrojen peroksit bozunum kinetiginin hidroksilamin
varliginda bifazik oldugu gosterilmistir. Salisilik asit, aspirin gibi fenolik bilesiklerin,
bumetadin (Na'™-K*-CI" ortak tagiyici inhibitdrii) ilacinin enzimi inhibe ettigi (42);
phlorizin (Na*/D-glukoz ortak tasiyici inhibitorii) ilacinin memeli katalazinin NADPH
baglama bolgesi ile etkilestigi gosterilmistir (43).

2.3.7. Katalazin TAM" Boyalar ile Etkilesimi

Hidrojen peroksitin ve TAM" boyalarin kimyasal tepkimesi ile demetilasyon
iriinleri, N-oksitler, ketonlar, renksiz boyalar olustugu gosterilmistir. Desai ve
Vaidya (10) hidrojen peroksitin boyalarla oksidasyon {iiriinleri verdigini ileri
sirmiistiir.

Metilen mavisi, Bengal pembesi gibi singlet oksijen iireten sistemlere maruz
birakildiginda katalazin oksidatif hasara ve degisikliklere ugradig bildirilmistir. Bu
hasar, enzimin aktivitesini kaybetmesi, karbonil gruplarin olusumunun artmasi,

peptidlerin parcalanmasi ve aggregasyonunun artmast ile godzlenmistir (44).
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2.4. Glutatyon S-Transferaz

2.4.1. Genel Bilgiler

Glutatyon S-transferazlar (GST, EC 2.5.1.18), GSH ile toksik ve karsinojenik
bilesiklerin ve ksenobiyotiklerden biyotransformasyonla olusan elektrofilik yapilarin
konjugasyonunu katalizleyen ¢ok genli bir enzim siiperailesinde yer alirlar (45). GST,
E.coli’den memelilere kadar bircok organizmada bulunmakta olup insan, fare, sigir,
sican gibi hayvanlarin karaciger, akciger, plasenta, eritrosit ve barsak mukozasindan

izole edilmis ve enzimin ozellikleri ¢calisilmistir (46-48).

2.4.2. GST lizozimleri ve Ozellikleri

GST’ler primer yapilarina ve immiinolojik ozelliklerine gore farkli siniflara

ayrilirlar (49):

= Sitozolik GST: Alfa, mu, pi, kappa, sigma, zeta, omega GST, sitozolik olan
formlardir. Sitozolik GST’ler molekiil agirliklar1 23-28 kDa arasinda degisen homo
veya heterodimerler halinde bulunurlar (49,50).

» Mikrozomal GST: Teta GST membrana bagli olan formdur. Mikrozomal

GST’ler 16kotrien ve prostaglandin metabolizmalarinda anahtar rol oynarlar (51).

GST izozimleri, insanda ¢esitli organlarda farkli diizeylerde ifade
edilmektedir. Bir organin birden fazla GST izozimini sentezlemesi miimkiindiir. Insan
karacigeri GST alfa ve mu formunu ifade ederken GST mu formu adrenal bezde,
bobrekte ve testiste bulunur. Asidik pi izozimi insan eritrositinde  (52) ve
plasentasinda (53) yiiksek derisimde bulunmaktadir.

GST’nin alt1 sinifinin kristal yapilar1 ¢calisiimistir. Sekil 2.10 ve 2.11°de sican,
insan, fare ve ordek GST alfa ve mu izoziminin ikincil yapisi, aminoasit dizisi ve

fonksiyonel kistmlar1 karsilastirilmistir (53,54).
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1) human GST A4-4 (PDE 1GUL)
2) mouse GST Ad-4 (PDE 1GUK)
3) human GST Al-1 (PDE mmn
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Sekil 2.10. Insan GST A4-4, fare GST A4-4 ve insan GST Al-1’in ikincil
yapisi, aminoasit dizisi ve fonksiyonel kisimlarin karsilastirilmasi. Beyaz
zemin lizerine kirmizi: G-bolgesi, yesil: H-bolgesi, siyah: dimer etkilesimleri,
kirmizi1 zemin iizerine beyaz: dimer etkilesimleri boyunca G-bolgesi.

Bruns ve digerleri (53)’den alinmustir.
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Sekil 2.11. cGSTM1-1, rGSTM3-3, rGSTM1-1 ve hGSTM2-2’nin aminoasit
dizi karsilastirilmasi.

Sun ve digerleri (54)’ten alinmistir.

[zozimlerin farkli siniflari arasindaki dizi benzerligi az olmasina karsin, bu
proteinler iki-domain yapisint paylasirlar. Domain I'in N-ucu dort beta-¢izgili ve ii¢
alfa-heliksli a/b yapis1 gosterir. Daha biiylik olan Domain II, 5-6 alfa-heliksli domain
icerir. Aktif kisim daha sonra glutatyon baglama bolgesine (G) ve hidrofobik substrat
baglama bolgesine (H) ayrilabilir. GST alfa ve mu izozimlerinin ikincil yapilar1 Sekil

2.12 ve 2.13’de gosterilmistir.
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Sekil 2.12. insan GST A4-4 izoziminin dimer etkilesimi ve katlanmas1. Alfa
sinift GST’lerin farkl 6zellikler gostermesinin nedeni aktif kisim ceplerinin
kimyasal yapisinda yatar.

Bruns ve digerleri (53)’den alinmustir.

Sekil 2.13. GST p1’in altbiriminin ikincil yapisi. GSH tiirevi olan S-
heksilglutatyon enziminin G baglama bolgesine baglanmis hali gdsterilmistir.

Sun ve digerleri (54)’ten alinmistir.
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2.4.3. GST’nin Baglama Bolgeleri

Yapilan kristalografi calismalarinda monomer basina en az iki ligand baglama
bolgesi oldugu gosterilmistir. Her birimde  elektrofilik substratlarla etkilesen
hidrofobik altbolge (H-bolgesi) ve glutatyonla etkilesen glutatyon bolgesi (G bolgesi)
seklinde iki aktif bolge bulunur (55) (Sekil 2.12, 2.14). G bolgesi glutatyona 6zgiildiir.
Kristalografi caligmalarinda GST’nin farkli siniflar1 arasinda H-bdlgesinin tamamen
ayr1 oldugunu ve suda c¢oziinebilen karsinojenlerin detoksifikasyonu i¢in 6zgiil oldugu
one siiriilmektedir (56) . GST MI1-1"de H bolgesi su molekiilleri ile fonksiyonda
onemli yar1 hidrofobik yar1 hidrofilik bir kavite bulundurmaktadir. Elektrofilik
substratlar1 baglama bolgesi (H bolgesi) ile tirozin 115 hidroksil grubunun hidrojen
bag etkilesimi H bolgesinin esnekligini azaltir ve katalizi etkiler.

H bolgesi, baglh glutatyonunun tiyol fonksiyonuna bitisik hidrofobik bolge
olarak tanmimlanmistir. Heliks 4’te biiylik alifatik kisimlar bulunmaktadir. Leu 107,
Leu 108, Pro 110, Val 111, Met 208 ve Glu 210’dan baslayan son derece dinamik C-
terminal heliksin cesitli bolgelerini icerir. Met 208 ve Pro 110 arasinda bir kisalma
mevcuttur, ote yandan protein mimarisi genis hidrofobik kavitenin i¢ine genisler. Bu
bolge heliks 4, 5, 7 ve onceki C-terminal heliksin loop bdolgesi ile sinirlanir.
Eslesmemis pozitif yiiklii kisimlar, enzimin nonsubstrat ligandlarinin tipik bir 6rnegi
olarak organik anyonlar i¢in potansiyel bir baglama bdolgesi icermektedirler. Lys
117°nin yan zincirine yakin bu bolgenin hidrofobik dogasi, hematin gibi organik
anyonlar i¢in daha makul baglama bolgesi saglar. Met 208 ve Pro 110 arasindaki dar
bir bosluk, H bolgesinden ayr1 yer olarak tanimlanmustir. Bu ikinci hidrofobik cebin
farkli bir potansiyel baglama bolgesi mi yoksa H-bolgesinin bir uzantist mi oldugunu

sOylemek cok zordur.
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Sekil 2.14. GST A4-4’iin S-(2-iyodobenzil)-glutatyon i¢in baglama bolgesi
(beyaz), elektrofilik baglama bolgesi (H-bolgesi) yesil ile gosterilmistir.

Bruns ve digerleri (53)’den alinmustir.

2.4.4. GST izozimlerinin Ligandin Ozelligi

Enzimatik rollerinin yaninda GST nin molekiil agirligt 400 Da’a varabilen
cok biiyiik bilesikleri tersinir baglayabilmesi enzime ligandin 6zelligi kazandirmigtir
(85). GST’lerin C, S, N, O gibi elektronegatif atomlar1 ligand olarak kullanabildigi
bilinmektedir (57). Steroid hormonlar, hidrofobik bilesikler, biliiribin, ilaglar enzime
baglanan bilesikler arasindadir. GST’nin bu bilesiklerin transportunda ve
depolanmasinda rol oynadig: diisiiniilmektedir.

GST Al-1°de ligand prototipi aromatiktir ve en az bir anyonik fonksiyonel
grup icerir. Hidrofobik ligandlar icin yeni bir baglama bolgesi siilfasalazin
kullanilarak bulunmustur. Cibacron blue ve bromosiilfoftalein GST nin baglama
bolge calismalarinda kullanilan inhibitorlerdir (58). Enzimin ksenobiyotik substrat
bolgesi i¢inde elektrofilik substratlar i¢in en az ii¢ farkli baglama bolgesi oldugu,
baz1 substrat olmayan ligandlar i¢in 1 baglama bolgesi/dimer varligi ileri siirtilmiistiir

(59).
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Insan GST Al-1 izoziminin bir altbiriminin ligandli ve ligandsiz olarak

kristalize edilmis yapis1 Sekil 2.15’de goriilmektedir.

Sekil 2.15. Insan GST Al-1 izoziminin bir altbiriminin ligandli (sag) ve
ligandsiz (solda) olarak kristalize edilmis yapilari. Ligand icermeyen yapida C
uc segmenti hareketlidir. Bagli ligand ve substituenti, aromatik aktif
bolgelerinin icine sokulur. Benzil grubun uzaysal konumu iki yapida farklilik
gosterir.

Nilsson ve digerleri (60)’dan alinmistir.

2.4.5. GST izozimlerin Biyolojik Sistemlerdeki Onemi

GST izozimleri arasinda pi, alfa, mu ve teta stmifinin biyolojik sistemlerde ¢cok
cesitli mekanizmalarda yer aldigi yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur.

GST pi simfi, oksidatif DNA-bazlari, lipid hidroperoksid gibi lipid
peroksidasyon iiriinlerini ve hidroksialkanel, malondialdehid gibi lipid peroksidasyon
tirevlerini inaktive edebilir. Ayrica GST pi duyarli bir SH-grubu araciligr ile ROT ile
dogrudan tepkimeye girebilir ve GSH ile geri c¢evrilebilen disiilfid olusumu
aracihigiyla ROT’de inaktivasyona neden olabilir. Bu 6zelliginden dolayr GST
oksidatif streste 6nemli rol oynar.

GST alfa ve teta simfinin glutatyon peroksidaz aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir.  Yapilan hayvan ¢alismalarinda GST A4’iin katarakta ve ateroskleroza

yol acan lezyonlara karsi koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir. Insanda
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GST p fenotipi, GST pl*A, GST pl*B ve GST pl1*0U pozisyonunda bulunan 3 allel
ile birlikte diisliniilmektedir. GST p izozimi sitotoksik ve genotoksik epoksitleri
detoksifike etmede diger GST’lerden daha etkilidir (61). GST pl* genotipine sahip
hastalar non fonksiyonel bir allele sahiptir ve bu yiizden izozim ksenobiyotikleri
deaktive etme yetenegine ¢ok az sahiptir. GST # izozimi de 6nemsiz bir genotip ile bu

polimorfizmi gosterir (62).

2.4.6. GST’nin inhibitorleri

GST inhibisyonu zit etkiler gosterebilir. Bir yandan enzimin detoksifikasyon
aktivitesi azaldigindan enzimin inhibisyonu toksik bilesiklere neden olur; elektrofilik
bilesikler yeterince detoksifike edilemediginden kanser ve norodejeneratif
hastaliklarla sonuglanan DNA, protein ve lipid hasar1 meydana gelir (48). Ote yandan
GST’nin detoksifikasyon aktivitesini inhibe etmek yararli olabilir. GST kimyasal stres
ve karsinogenezise yol actig1 bilinen cesitli yapilar tarafindan indiiklenebilir. GST yi
indiikleyen bilesiklerin bazilarinin enzimin kendi substrati oldugu bilinmektedir.
Klinikte kullanilan ilaglarin ¢cogu GST’nin potansiyel substrati oldugu i¢in ilaca direng
gelisiminde ve tedavide basarisizliga diisiilmesinde 6nemli bir etkendir. GST lerin
kemoterapi ajanlarina, insektisitlere, herbisidlere ve mikrobiyal antibiyotiklere
kars1 diren¢ gelisimine katkis1 sasirtict degildir (63-65). Bu yiizden GST aktivitesini
inhibe edecek yonde gelistirilen bilesikler kanser terapisinde adjuvan olarak
kullanilabilir.

GST’nin bilinen inhibitorleri son derece lipofilik bilesikler olan etakrinik asit
ve GSH-tiirevi yapilardir. Sitozolik GST’nin inhibitoriiniin invivo ortamda hiicreye
girebilmesi i¢in lipofilik olmas1 veya bir tasiyict sistemini kullanmas1 gerekmektedir.
GSH konjugatlart ve sentetik analoglarini igeren GST inhibitorleri planlanmis, ancak
var olan inhibitorlerin ya invivo ortamda kullanilamayacak kadar toksik, ya da sadece
in vitro ortamda etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (66,67).

GST inhibitorleri etkilerini GST aktif bolgelerindeki hidrofobik cebe
baglanarak gosterirler (H-bolgesi). Inhibitoriin bu bolgeye baglanmasi GST
molekiiliinde iic boyutlu yapr degisikligine yol agar, enzim aktivitesi kaybolur.

Nonsubstrat ligandlar (parfirin, steroid ve safra tuzlar1), glutatyon konjugasyon
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aktivitesinin inhibitorleridir ve enzimin H bolgesinin disindaki bir bdolgeye
baglanarak enzimi nonkompetitif inhibe ederler (68,69). Vitamin E’nin farkli
formlarimin (tokoferol, tokotrienol ve tokoferollerin farkli esterleri) GST P1-1’in
aktivitesini inhibe ettigi gozlenmistir (70). Bitki polifenollerin GST aktivitesinin
potent inhibitorleri oldugu bilinmektedir. Afrikadaki tibbi bitkilerden izole edilen
Thonningia A, potent antioksidan etkili bir bilesiktir. Th A’nin GST nin segici bir
inhibitorii oldugu bulunmus ve GST’in neden oldugu toksisiteye kars1 kemoprotektif
bir ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (48).

GST aktivitesinin analizinde substrat olarak kullanilan cesitli organik
coziiciilerin inhibitor etkileri arastirildiginda, tetrahidrofuran, asetonitril, metanol ve

etanoliin enzimi inhibe ettigi gdzlenmistir (72).

2.4.7. GST ile TAM" Boyalarin Etkilesimi

Daha once yapilan calismalarda bocek ve sican karaciger kaynakli GST lerin
TAM" boyalarca inhibe oldugu 6ne siiriilmiis; inhibisyonun mekanizmasinin genelde
kompetitif (boya ile elektrofilik substrat yarismakta) oldugu; ancak boya varliginda
olusan glutatyon-boya eklenti iiriiniiniin de inhibitor etki gosterebilecegi bildirilmistir
(72,73). Bir diger ¢alismada insan GST izozimleri E. Coli’de ifade ettirilmis; hGSTA
1-1 izoziminin MG ile inhibe oldugu, CV’nin ise ancak 50 uM derisimde inhibisyon
gosterdigi rapor edilmistir (14). MG’nin hGST Al-1 izozimini substrat GSH
oldugunda kompetitif; CDNB oldugunda karigik tipte inhibe ettigi gosterilmistir.
MG’nin ¢ogunlugunun GSH ile eklenti durumunda oldugu ve eklentinin GSH ve
hidrofobik bolgenin ikisine birden baglanabilecegi belirtilmistir. Ayrica MG’nin GST

P1-1 izozimini her iki substrata gore nonkompetitif inhibe ettigi bildirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerecgler

Eritrosit kaynakli katalaz eldesinde kullanilacak olan kan 6rnegi, Hacettepe
Universitesi Kan Bankasi’ndan temin edildi.

Sigir karacigeri kaynakl ticari katalaz, at karacigeri kaynakl ticari glutatyon
transferaz (GST), glutatyon (GSH), 1- kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB), si1g1r serum
albumini (BSA), MG, CV ve LMG Sigma (A.B.D.)’dan; potasyum fosfat (KP),
sodyum kloriir (NaCl) ve hidrojen peroksit (H,O;) Merck (Almanya)’den satin
alindi.

Stok boya c¢ozeltileri son derisimleri 2 mM olacak sekilde etanol iginde
hazirland1 ve daha sonra deney kosullarina uygun olarak etanol ile seyreltildi.

Santrifiij islemlerinde Heraeus Sepatech Biofuge A santrifiijii, aktivite ve

protein tayinlerinde Shimadzu UV-160 A spektrofotometresi kullanildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Eritrosit Hemolizatinin Hazirlanmasi

Heparinize tam kanda siyanomethemoglobin yontemiyle hemoglobin tayini
yapildi. Kan, 3000 x g’de santrifiij edilerek eritrosit pelletleri elde edildi; plazma ve
buffycoat aspire edilerek uzaklastirildi. Eritrositler % 0.9 NaCl ile yikandiktan sonra
-20° C’de saklandi. Kullanim 6ncesinde iki kez dondurulup ¢oziilerek ve hacimce 3

kat fazla soguk distile su ilavesiyle parcalandi ve eritrositler patlatildi.

3.2.2. Katalaz Aktivitesinin Olciimii

Insan eritrosit kaynakli ve sigir karacigeri kaynakli ticari katalaz aktiviteleri
Ueda’nin onerdigi yontem ile ol¢iildii (7). Substrat stok c¢ozeltisi (H,O,, 40 mM)
distile su i¢cinde hazirlandi. Aktivite 6l¢iimleri 30°C’de 50 mM potasyum fosfat (KP)
tamponu (pH 7.4) ve 15 mM H,O; iceren ortamda gerceklestirildi. Tepkime, 1125 ul



29

H,0, ve 1825 ul tamponun 3 dakikalik preinkiibasyonunu takiben, yeterli miktarda
enzimin (50 pl) eklenmesiyle baslatildi. Toplam hacim 3 ml idi. Enzim varhiginda
H,0O; bozunumu 240 nm’deki absorbans diisiisii izerinden incelendi.

Bir enzim iinitesi (U), yukarida belirtilen kosullarda 30°C ve pH 7.4te

dakikada 1 wmol H,0,’yi iiriine doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlandi. (H,O,

icin € 240=43.6 M 'em™).

3.2.3. Katalaz - inhibitor Etkilesiminin incelenmesi

Enzim kinetigi calismalarinda HzOz’in katalaz ile bozunumuna iligkin ilk-
hizlar, 5-20 mM degisen derisimlerde H,O,, yaklasik (1.72 U/ml) (A A/dk’s1 0.075)
eritrosit kaynakli katalaz ve (2.27 U/ml) (AA/dk’s1 0.099) sigir karacigeri kaynakli
ticari katalaz iceren tepkime ortamlarinda oOl¢iildii. Kinetik deneylerde eritrosit
katalaz 1:500, ticari sigir karacigeri katalaz 1:10 seyreltilerek kullanildi.

Boyalarin inhibisyonunun incelendigi kinetik ¢alismalarda substrat (H,O,)
derisimi 5-20 mM, calisilan boyalarin derisimi 5-40 uM arasinda degismekte idi.
Kinetik ¢aligmalarda genellikle boya (5-40 uM) ve enzim karigimi 30°C’de 1 saat
preinkiibe edildikten sonra KP (50 mM) ve H,0O, (5-20 mM) iceren ortama eklenerek
tepkime baslatildi.

Boya varliginda enzimin hizinin, deney ortamindaki boya derisiminin 1:50
oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen hizla karsilagtirilmas ile inhibisyonun geri
doniisiimii izlendi. Kontrol deney ortaminda (1.1 U/ml) eritrosit lizati, 50 mM KP ve
16 mM H,O, bulunmakta idi. Birinci deney ortaminda 40 uM boya ve (1.1 U/ml)
enzim inkiibe edilmeksizin tampon ve 16 mM H,0, karisimina eklendi ve tepkime
izlendi. ikinci deney ortaminda 35 uM boya, (1.1 U/ml) enzim, ve 100 mM tampon
30 dakika preinkiibe edildi; bu karisim 50 mM KP ve 16 mM H,0, iceren ortama
eklendi. Bu sistemde deney ortaminda boyanin son derisimi 0.8 uM idi. Boyanin
icinde ¢oziildiigii etanoliin boyanin inhibitor etkisine katkisini incelemek amaciyla
hazirlanan tiglincii deney ortaminda, (1.1 U/ml) enzim, 100 mM tampon ve etanol
(kullanilan boya hacmine esit) 30 dakika preinkiibe edildikten sonra tepkime
ortamina (50 mM KP ve 16 mM H,0,) eklendi ve tepkime izlendi.
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3.2.4. GST’nin Aktivite Tayini

GST aktivitesi Mannervik’in yontemi ile dl¢iildii (47). GST aktivite tayini,
enzim varliginda GSH ile 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) arasinda olusan
konjugatin 340 nm’deki absorbansinin 6l¢giilmesi esasina dayanmakta idi. Her bir
GST, GSH’1 niikleofilik tiyolata (GS") etkili sekilde deprotone eden ve hidrojen bag
yapabilen tirozin ve serin kisimlar1 icermektedir. Sican kaynaklt GST A1-1’in her
bir altbiriminde 8 tirozin ve bir non-esansiyel triptofan bulundugu; bu tirozinlerden
Tyr-9’un GSH substratina hidrojen bagi ile baglandigi ve niikleofilik tiyolat
anyonunu stabilize ettigi bildirilmistir (74). Tiyolat anyonu protonlanmis tiyolden
daha ¢ok niikleofil oldugundan katalitik agidan avantajlidir.

Tepkime mekanizmas1 asagida gosterilmistir. Bu tepkime iki asamada
gerceklesmekte olup 1l.asamada rediikte glutatyon proton (H') varliginda
iyonizasyona ugramakta ve tiyolat anyonu (GS’) olugmaktadir. 2. asamada ise tiyolat
anyonu aromatik cekirdegin 1. C’u lizerine saldirmakta, Meisenheimer konjugati
olusmakta ve olusan bu 1-(S-glutatyonil)-2,4-dinitrobenzen (GS-DNB) bilesigi 340

nm’de izlenmektedir.

NO;
NO,

O.N Cl + GSH —> O)N SG+ H" +Cl-

Substrat (CDNB) stoku 20 mM olacak sekilde % 95 etanolde hazirlandi. GSH
(20 mM) distile suda hazirlandi ve buz tizerinde tutuldu. Aktivite dlgiimleri 37° C’de
410 wl 2 mM EDTA-200 mM KP tamponu (pH 6.5) , 500 ul distile su, 50 ul GSH (1
mM) ve yaklasik (11.25 mU/ml) at karacigeri kaynakli ticari GST (A A/dk’s1 0.108)
iceren ortamda gerceklestirildi. 37° C’de 5 dakikalik preinkiibasyon sonunda
tepkime, 25 ul CDNB (0.5 mM) eklenerek baglatildi.Toplam hacim 1 ml idi.

Tepkime, 340 nm’deki absorbans artis1 tizerinden 4 dakika siireyle izlendi. Enzim
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icermeyen analiz karisimi kontrol olarak kullanildi. Net aktivite, enzim igeren
karisimdaki tepkime hizindan kontroliin hizinin ¢ikarilmasi ile hesaplandi.
Enzim Unitesi (U): ImM GSH ve 0.5 mM CDNB varliginda, 37°C’de

dakikadaki 1 pmol S-glutatyonil-2,4-dinitrobenzen olusumunu katalizleyen enzim

miktar1 olarak tanimlandr. Uriine ait € 340= 9.6 mM Tem! dir.

3.2.5. GST’nin Kinetik Davramisi ve GST-inhibitor Etkilesiminin

Incelenmesi

Calismada kullamlan TAM" boyalar, 2 mM stok ¢6zelti olarak olarak etanol
icinde hazirland1 ve deney karisimina son derisim 0-40 uM olacak sekilde eklendi.
Etanoliin deney ortamindaki son derisimi % 0.5 idi. Bu derisimdeki etanoliin GST
aktivitesi iizerine bir etkisi olmadig goriildii. Boya cozeltilerinin GST ile
etkilesimlerinin mekanizmasi, enzimin substratlar1 olarak kabul edilen CDNB ve
GSH derisimleri degistirilerek calisildi.

Boyalarla GST’1n etkilesimin incelendigi kinetik ¢calismalarda CDNB substrat
olarak kabul edildiginde deney ortami, [GSH], 1 mM; [CDNB], 0.1-0.7 mM; enzim
(11.25 mU/ml) ve [boya], 0-40 uM icermekte idi. Enzim ve boya 37°C’de birlikte 5
dakika preinkiibe edildikten sonra sirasiyla KP, GSH ve CDNB eklenerek tepkime
baslatildi.

GSH substrat olarak kabul edildiginde ise deney ortami, [GSH], 0.2-1.5 mM;
[CDNB], 0.5 mM; enzim (11.25 mU/ml) ve [boya], 0-40 uM icermekte idi. Enzim
ve boya 37° C’de 5 dakika preinkiibe edildikten sonra sirastyla KP, GSH ve CDNB
eklenerek tepkime baslatildi.

3.2.6. Protein Tayini

Protein derisimleri standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilarak

Bradford yontemine gore yapildi (11).
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3.2.7. Kinetik Verilerin Degerlendirilmesi

Kinetik verilerin degerlendirilmesinde ““Systatistica Version 4’ istatistik

paket programi ve non-lineer regression programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Insan Eritrosit ve Sigir Karaciger Kaynakh Katalazlarin Kinetik

Davranisi

Insan eritrosit kaynakli katalaz, H.U. Kan Bankasindan alinan lizattan izole
edildi. Katalaz aktivite tayininde deney ortaminda; 1125 pl substrat (H,O, son
derisim 15 mM), 50 pl eritrosit kaynakli katalaz (1:500 seyreltilmis) ve 1175 ul 50
mM potasyum fosfat (KP) tamponu (pH 7.4) bulunmakta idi. Bu kosullarda 30°C’de
eritrosit kaynakli katalazin aktivitesi 1.72 + 0.09 U/ml eritrosit lizati olarak bulundu.
H,O,’in pH 7.4’te eritrosit kaynakli katalaz ile bozunumu Sekil 4.1°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Hidrojen peroksitin eritrosit kaynakli katalaz ile bozunumu.

[H,0,] , 15 mM; sicaklik 30°C’dir.

Eritrosit kaynakli katalazin kinetiginin, substrati olan H,O;’in 5-20 mM
araliginda Michaelis Menten kinetigine uydugu, yiiksek substrat derisimlerinde ise
kinetigin Michaelis Menten kinetiginden saptig1 gozlendi (veriler gosterilmedi). Bu

nedenle kinetik ¢alismalarda, substrat derisimi 0-20 mM araliginda tutuldu.
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Eritrosit kaynakli katalazin substrati i¢in olan kinetik parametreleri 0-20 mM
H,O, derisiminde Lineweaver - Burk grafiginden K= 29.52 +2.62 mM ve
V= 4.5 mM/dk olarak hesapland1 (Sekil 4.2).

1.6
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Sekil 4.2. Eritrosit kaynakli katalaza ait Lineweaver-Burk grafigi.

[H20,] , 5-20 mM.

Sigir karaciger kaynakli ticari katalazin substrati olan H,O; ile bozunumu
Sekil 4.3’de gosterilmistir. Deney ortaminda 1:10 seyreltilmis halde 30 pl ticari
katalaz, 5-20 mM derisimlerde H,O, ve KP bulunmakta idi. Bu kosullarda ticari
katalazin aktivitesi 2.27 £ 0.35 U/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 4.3. Hidrojen peroksitin sigir karaciger kaynakli katalaz ile bozunumu.

[H,O,] , 16 mM; sicaklik 30°C’dir.

Sigir karaciger kaynakli katalaz aktivitesine ait ilk-hiz degerlendirmeleri,

[H20,] , 4-20 mM araliginda cizilen Lineweaver-Burk grafiginden K= 32.88
+3.10 mM ve Vp= 5.53 +£0.11 mM/dk olarak hesaplandi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Sig1r karacigeri kaynakli katalaza ait Lineweaver-Burk grafigi.

[H20,] , 4-20 mM.

4.2. Eritrosit Kaynakh Katalaz ile TAM" Boyalarin Etkilesimi

Katalaz ve TAM" boyalarin etkilesimi ile ilgili spektral degisimler boya ve
H,0, etkilesiminin engelleyici rolii nedeniyle kisith olarak incelenebildi. Ornegin
620 nm’de (MG’nin maksimum absorbans verdigi dalga boyu) etkilesim incelenirken
MG’nin KP ve H,0; etkisiyle zamanla soldugu gézlendi. Substrat derisimi 20 mM’1n
izerinde tutuldugunda kiivet icinde H,O,’in hizli bozunumu ve zamanla olusan
baloncuklar nedeniyle zorluklar yasandi. Ayrica kullanilan boyalarin ve H»O;’in bir
arada iken okuma sinirlarini asan yiiksek absorbans vermesi, kinetik ¢alismalarda her

iki degiskenin de belli derigsim araliklarinda tutulmasini zorunlu kildi.
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4.2.1. MG’nin Eritrosit Kaynakh Katalaz ile Etkilesimi

Eritrosit kaynakli katalazin MG 1ile inhibisyonuna ait Lineweaver-Burk

grafikleri Sekil 4.5’de goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Eritrosit kaynakli katalazin MG ile inhibisyonuna ait Lineweaver-
Burk grafikleri. [H,0,], 5-20 mM; [MG], (-¢-) 0, (-m-) 7, (-O-) 14,
(-00-) 21 uM. y= 4.55x + 0.23,y=6.34x + 0.29, y = 851x + 0.35,
y= 9.74x +0.48, 1" =0.99.

Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden elde edilen K., degerleri boya
yoklugunda elde edilen degerlerle yaklasik ayni, ancak Vy, degerleri farkli bulundu.
Egim ve 1/v eksenin kesim degerleri [MG]'ne kars1 grafiklendiginde dogrularin
kesim noktalarindan birbirine yakin K; degerlerinin bulundugu (Sekil 4.6a ve b
sirastyla 18.26 ve 19.11 puM) goriildii ve inhibisyonun saf nonkompetitif olabilecegi
diisiiniildii. K; degeri 18.68 + 0.28 uM olarak hesaplanda.
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Sekil 4.6a. Eritrosit kaynakli katalazin MG ile inhibisyonununa ait ikincil
grafik. Egim (-#-), y = 0.25x + 4.62,1°=0.99.
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Sekil 4.6b. Eritrosit kaynakli katalazin MG ile inhibisyonununa ait
ikincil grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-[J-), y = 0.012x + 0.22, "= 0.96.

MG varliginda enzimin hizinin deney ortamindaki boya derisiminin 1:50

oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen hizla enzimin hizinin karsilagtirilmasi ile
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inhibisyonun geri doniisiimii izlendi. Kontrol deney ortaminda 1.10 U/ml eritrosit
lizati, 50 mM KP ve 16 mM H,0, bulunmakta idi. Birinci deney ortaminda 40 uM
boya ve 1.10 U/ml enzim inkiibe edilmeksizin tampon ve 16 mM H,O, karisimina
eklendi ve tepkime izlendi. Ikinci deney ortaminda 35 uM MG, 1.10 U/ml enzim, ve
100 mM tampon 30 dakika preinkiibe edildi; bu karistm 50 mM KP ve 16 mM H,0,
iceren ortama eklendi. Bu sistemde deney ortaminda MG’nin son derisimi 0.8 uM
idi. Boyanin icinde c¢o6ziildiigli etanoliin boyanin inhibitdr etkisine katkisim
incelemek amaciyla hazirlanan liciincii deney ortaminda, 1.10 U/ml enzim, 100 mM
tampon ve etanol (kullanilan boya hacmine esit) 30 dakika preinkiibe edildikten
sonra tepkime ortamina (50 mM KP ve 16 mM H;0,) eklendi ve tepkime izlendi.
Eritrosit kaynakli katalazin MG ile inhibisyonuna ait tersinirlik grafikleri Sekil
4.7°de goriilmektedir. ikinci ve iiciincii deney ortamlar1 uyarinca inhibe edilen
karisimlara ait hizlar, kontrol deneyin tepkime hizina yakin bulundu ve enzimin MG

ile inhibisyonunun geri doniisiimlii oldugu fikrine varildi.
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Sekil 4.7. Eritrosit kaynakli katalazin MG ile inhibisyonuna ait tersinirlik
grafigi. (-4¢-) Kontrol; (-O-) Enzim ve etanol 30 dakika inkiibe edildi; (-
=) Enzim ve MG (0.8 uM) 30 dakika inkiibe edildi; (-a-) E ve MG (40
uM) inkiibasyon yok.
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MG’in eritrosit kaynakli katalazi saf nonkompetitif tipte ve tersinir olarak
inhibe etmesi, katyonik ve hidrofobik ©zellikli boyanin enzimde biiyiik olasilikla
aktif bolge disinda bir bolgeyle etkilestigi fikrini verdi. Inhibisyonun klasik
nonkompetitif davramis gosterdigi; boya ve substratin enzimde farkli bolgelere

gelisigiizel, tersinir ve substrattan bagimsiz olarak baglandiklar diisiiniildii.
4.2.2. LMG’nin Eritrosit Kaynakh Katalaz ile Etkilesimi

Eritrosit kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait Lineweaver-Burk
grafikleri Sekil 4.8’de goriilmektedir. Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden
elde edilen K,, ve V,, degerleri, boya yoklugunda elde edilen degerlerden farkli
bulundu. Egimin ve 1/v eksenin kesim noktalarinin [LMG]’ne kars1 grafiklenmesi ile
elde edilen dogrulardan (Sekil 4.9a ve b) sirasiyla K; degeri 135.24 £ 15.10 uM ve
aK; degeri 26.08 uM olarak hesaplandi ve inhibisyon tipinin dogrusal karisik tip
inhibisyon modeline uyabilecegini diisiiniildii. o degerinin 0.19 olarak bulunmasi,

dogrularin 1/S ekseninin altinda bir noktada kesistiklerini gosterdi.
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Sekil 4.8. Eritrosit kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait Lineweaver
Burk grafikleri. [H,0,] , 5-20 mM; [LMG], (-¢-) 0, (-[J-) 10, (-A-) 20,
(-0-)30, (-X-)40 uM. y =5.76x + 0.18,y =5.79x + 0.33,

y =6.69x + 0.32, y=7.20x +0.36,y= 7.16x + 0.54, r’= 0.99.
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Sekil 4.9a. Eritrosit kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. Egim (-#-), y = 0.042x + 5.68, r’= 0.88.
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Sekil 4.9b. Eritrosit kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-[J-), y = 0.0075x + 0.19, ’=0.85.
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LMG varliginda enzimin hizinin deney ortamindaki boya derigiminin 1:50
oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen hizla enzimin hizinin karsilagtirilmasi ile
inhibisyonun geri doniisiimii izlendi. Kontrol deney ortaminda 1.10 U/ml eritrosit
lizati, 50 mM KP ve 16 mM H,0, bulunmakta idi. Birinci deney ortaminda 40 uM
boya ve 1.10 U/ml enzim inkiibe edilmeksizin tampon ve 16 mM H,O, karisimina
eklendi ve tepkime izlendi. Ikinci deney ortaminda 35 uM LMG, 1.10 U/ml enzim,
ve 100 mM tampon 30 dakika preinkiibe edildi; bu karisgm 50 mM KP ve 16 mM
H,0O, iceren ortama eklendi. Bu sistemde deney ortaminda LMG’nin son derisimi
0.8 uM 1idi. Boyanin i¢inde ¢oziildiigii etanoliin boyanin inhibitor etkisine katkisini
incelemek amaciyla hazirlanan {i¢iincii deney ortaminda, 1.10 U/ml enzim, 100 mM
tampon ve etanol (kullanilan boya hacmine esit) 30 dakika preinkiibe edildikten
sonra tepkime ortamina (50 mM KP ve 16 mM H,0,) eklendi ve tepkime izlendi.
Eritrosit kaynakl katalazin LMG ile inhibisyonuna ait tersinirlik grafikleri Sekil
4.10’da goriilmektedir. Ikinci ve iiciincii deney ortamlari uyarinca inhibe edilen
karisgimlara ait hizlar, kontrol deneyin tepkime hizina yakin bulundu ve enzimin

LMG ile inhibisyonunun geri doniistimlii oldugu fikrine varildi.
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Sekil 4.10. Eritrosit kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait tersinirlik
grafigi. (-4-) Kontrol; (-+-) Enzim ve etanol 30 dakika inkiibe edildi;
(-A-) Enzim ve LMG (0.8 uM) 30 dakika inkiibe edildi; (-CJ-) Enzim ve
LMG (40 uM) inkiibasyon yok.
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4.2.3. CV’nin Eritrosit Kaynakh Katalaz ile Etkilesimi

Eritrosit kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait Lineweaver-Burk
grafikleri Sekil 4.11°de goriilmektedir. Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden
elde edilen K, degerleri boya yoklugunda elde edilen degerlere yakin bulunurken,
Vi degerleri farkli bulundu. Egim ve 1/v eksen kesim degerleri [CV]’ ne karsi
grafiklendiginde dogrularin kesim noktalarindan K; degerlerinin birbirine yakin
oldugu (Sekil 4.12a ve b sirasiyla 60.32 ve 61.02 pM) goriildii ve inhibisyonun saf
nonkompetitif olabilecegi diisiiniildii. K; degeri 60.67 £ 1.02 uM olarak hesaplandi.
Boyanin enzimde aktif bolge disinda bir bolgeyle etkilestigi ve substrattan bagimsiz

olarak enzime baglandig diisiiniildii.
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Sekil 4.11. Eritrosit kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait Lineweaver
Burk grafikleri. [H,O,] , 5-20 mM; [CV], (-C-) 0, (-[J-) 10, (- A-) 20, (-O-)
30, (-¢-) 40 uM. y=5.55x + 0.20, y= 5.90x + 0.27, y= 6.80x + 0.29,
y =7.73x + 0.31, y = 9.00x + 0.36, r* = 0.99.
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Sekil 4.12a. Eritrosit kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. Egim (-#-), y = 0.087x + 5.25, * = 0.97.
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Sekil 4.12b. Eritrosit kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-L]-), y = 0.004x + 0.21, *=0.94.

CV varliginda enzimin hizinin deney ortamindaki boya derisiminin 1:50

oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen hizla enzimin hizinin karsilagtirilmasi ile
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inhibisyonun geri doniisiimii izlendi. Kontrol deney ortaminda 1.10 U/ml eritrosit
lizati, 50 mM KP ve 16 mM H,0, bulunmakta idi. Birinci deney ortaminda 40 uM
boya ve 1.10 U/ml enzim inkiibe edilmeksizin tampon ve 16 mM H,O, karisimina
eklendi ve tepkime izlendi. Ikinci deney ortaminda 35 uM CV, 1.10 U/ml enzim, ve
100 mM tampon 30 dakika preinkiibe edildi; bu karistm 50 mM KP ve 16 mM H,0,
iceren ortama eklendi. Bu sistemde deney ortaminda CV’nin son derisimi 0.8 uM
idi. Boyanin icinde c¢oziildiigli etanoliin boyanin inhibitdr etkisine katkisim
incelemek amaciyla hazirlanan liciincii deney ortaminda, 1.10 U/ml enzim, 100 mM
tampon ve etanol (kullanilan boya hacmine esit) 30 dakika preinkiibe edildikten
sonra tepkime ortamina (50 mM KP ve 16 mM H;0,) eklendi ve tepkime izlendi.
Eritrosit kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait tersinirlik grafikleri Sekil
4.13’de goriilmektedir. ikinci ve iiglincii deney ortamlar1 uyarinca inhibe edilen
karisimlara ait hizlar, kontrol deneyin tepkime hizina yakin bulundu ve enzimin CV

ile inhibisyonunun geri doniisiimlii oldugu fikrine varildi.
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Sekil 4.13. Eritrosit kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait tersinirlik
grafigi. (-e-) Kontrol; (-—-) Enzim ve etanol 30 dakika inkiibe edildi;
(-O-) Enzim ve CV (0.8 uM) 30 dakika inkiibe edildi; (-A-) Enzim ve CV
(40 pM) inkiibasyon yok.
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4.2.4. MG’nin Sigir Karacigeri Kaynakh Katalaz ile Etkilesimi

Sigir karacigeri kaynakl ticari katalaz stok (1.4 mg/ml, 4200 U/ml) olarak
hazirlandi. Stok 1: 10 diliie edilerek kullanildi. Deney ortamindaki enzim aktivitesi
2.27 +0.35 U/ml idi. inhibisyon deneylerinde enzim ve MG (0-30 uM) 30 C’de 30
dakika inkiibe edildi. Tepkime, H,O, ve tampona karisimin eklenmesiyle baslatildi.
[H2O;], 4-20 mM arasinda kullanildi. Boya varliginda K, degerlerinin boya
yoklugunda elde edilen degere yakin oldugu ancak, V,, degerlerinin farkli oldugu

goriildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Sigir karacigeri kaynakli katalazin MG ile inhibisyonuna ait
Lineweaver-Burk grafikleri. [H,O;] , 4-20 mM; [MG], (-¢-) 0, (-[J-) 7,
(-A-)15,(-0-)22, (-m-) 30 uM. y = 5.33x +0.23,y =6.20x + 0.28,
y=7.32x + 0.40,y=8.15x + 0.48,y=10.78x + 0.49, r* = 0.99.

Boya varliginda ve yoklugunda dogrulara ait denklemlerden elde edilen egim
ve 1/v eksenin kesim degerleri [MG]’'ne karst grafiklendiginde dogrularin kesim
noktalarindan elde edilen K; degerlerinin birbirine yakin bulunusu (Sekil 4.15a ve b
sirastyla 29.25 pM ve 25.09 uM), inhibisyonun saf nonkompetitif olabilecegini
diistindiirdii. K degeri 27.17 £ 2.88 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.15a. Sigir karacigeri kaynakl katalazin MG ile inhibisyonuna iligkin
ikincil grafik. Egim (-#-), y =0.17x +5.01, r* = 0.94.

0.6 1

1/v eksenin
kesim yeri

0.1 A

0 T T T 1
0 10 20 30 40

[MG], uM

Sekil 4.15b. Sigir karacigeri kaynakli katalazin MG ile inhibisyonuna iliskin
ikincil grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-[J-), y = 0.01x + 0.23, r’=0.94.

MG varliginda enzimin hizinin deney ortamindaki boya derisiminin 1:50

oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen hizla enzimin hizinin karsilagtirilmasi ile
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inhibisyonun geri doniisiimii izlendi. Kontrol deney ortaminda 2.34 U/ml ticari s18ir
karacigeri kaynakli katalaz, 50 mM KP ve 16 mM H;0, bulunmakta idi. Birinci
deney ortaminda 40 uM boya ve 2.34 U/ml enzim inkiibe edilmeksizin tampon ve
16 mM H,0, karigimina eklendi ve tepkime izlendi. Ikinci deney ortaminda 35 uM
MG, 2.34 U/ml enzim, ve 100 mM tampon 30 dakika preinkiibe edildi; bu karisim
50 mM KP ve 16 mM H,0, iceren ortama eklendi. Bu sistemde deney ortaminda
MG’nin son derisimi 0.8 uM idi. Boyanin icinde c¢oziildiigii etanoliin boyanin
inhibitor etkisine katkisini incelemek amaciyla hazirlanan iigiincii deney ortaminda,
2.34 U/ml enzim, 100 mM tampon ve etanol (kullanilan boya hacmine esit) 30
dakika preinkiibe edildikten sonra tepkime ortamina (50 mM KP ve 16 mM H,0,)
eklendi ve tepkime izlendi. Sigir karaciger kaynakli katalazin MG ile
inhibisyonuna ait tersinirlik grafikleri Sekil 4.16’da goriilmektedir. ikinci ve iigiincii
deney ortamlar1 uyarinca inhibe edilen karisimlara ait hizlar, kontrol deneyin
tepkime hizina yakin bulundu ve enzimin MG ile inhibisyonunun geri doniisiimlii

oldugu fikrine varildi.
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Sekil 4.16. Sigir karacigeri kaynakli katalazin MG ile inhibisyonuna ait
tersinirlik grafigi. (-4—) Kontrol; (~O-) Enzim ve etanol 30 dakika
inkiibe edildi; (-A-) Enzim ve MG (0.8 uM) 30 dakika inkiibe edildi;
(-LJ-) Enzim ve MG (35 uM) inkiibasyon yok.
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4.2.5. LMG’nin Sigir Karacigeri Kaynakh Katalaz ile Etkilesimi

Inhibitor deneylerinde enzim ve LMG (0-30 uM) 30'C’de 30 dakika inkiibe
edildi. [H,O,], 8-20 mM arasinda kullanildi. Tepkime, bu karistmin H,O, ve
tampona eklenmesiyle baslatildi. Sigir karacigeri kaynakli katalazin LMG ile

inhibisyonuna ait Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.17°de goriilmektedir.

1/v (mM/dk)™
N
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Sekil 4.17. Sigir karacigeri kaynakl katalazin LMG ile inhibisyonuna
ait Lineweaver Burk grafikleri. [H,O;], 8-20 mM; [LMG], (-#-) 0, (-[J-)7,
(-A-) 15, (-O0-)22, (-A-) 30uM.y=5.47x + 0.15, y = 6.94x +0.18,
y = 11.26x +0.36, y = 22.93x + 0.71, y = 53.50x + 0.91, r* = 0.95.

Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden elde edilen K, degerlerinin
boya yoklugunda elde edilen degerlere yakin, ancak V,, degerlerinin farkli oldugu
goriildii. Egim ve 1/v eksen kesim degerlerinin [LMG]’ne kars1 grafiklenmesi
sonucu parabol elde edilmesi, K; degerinin hesaplanmasini engelledi. Boyanin enzim
tizerinde birden fazla bolgeye baglanabilecegi Ongoriilmekle birlikte; deney
tekrarinin az olmasi, paraboliin deney hatasindan kaynaklanabilecegi fikrini verdi

(Sekil 4.18a- 4.18b).
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Sekil 4.18a. Sigir karacigeri kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik.
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Sekil 4.18b. S1gir karacigeri kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik.

LMG varliginda enzimin hizimin deney ortamindaki boya derisiminin 1:50

oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen hizla enzimin hizinin karsilagtirilmasi ile
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inhibisyonun geri doniisiimii izlendi. Kontrol deney ortaminda 2.34 U/ml ticari s18ir
karacigeri kaynakli katalaz, 50 mM KP ve 16 mM H;0, bulunmakta idi. Birinci
deney ortaminda 40 uM boya ve 2.34 U/ml enzim inkiibe edilmeksizin tampon ve
16 mM H,0, karigimina eklendi ve tepkime izlendi. Ikinci deney ortaminda 35 uM
LMG, 2.34 U/ml enzim, ve 100 mM tampon 30 dakika preinkiibe edildi; bu karisim
50 mM KP ve 16 mM H,0, iceren ortama eklendi. Bu sistemde deney ortaminda
LMG’nin son derisimi 0.8 uM idi. Boyanin icinde ¢oziildiigli etanoliin boyanin
inhibitor etkisine katkisini incelemek amaciyla hazirlanan iigiincii deney ortaminda,
2.34 U/ml enzim, 100 mM tampon ve etanol (kullanilan boya hacmine esit) 30
dakika preinkiibe edildikten sonra tepkime ortamina (50 mM KP ve 16 mM H,0,)
eklendi ve tepkime izlendi. Sigir karaciger kaynakli katalazin LMG ile
inhibisyonuna ait tersinirlik grafikleri Sekil 4.19’da goriilmektedir. ikinci ve iigiincii
deney ortamlar1 uyarinca inhibe edilen karisimlara ait hizlar, kontrol deneyin
tepkime hizina yakin bulundu ve enzimin LMG ile inhibisyonunun geri doniisiimlii

oldugu fikrine varildi.
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Sekil 4.19. Sigir karacigeri kaynakli katalazin LMG ile inhibisyonuna ait
tersinirlik grafigi. (-¢-) Kontrol; (-Hl-) Enzim ve etanol 30 dakika inkiibe
edildi; (-A-) Enzim ve LMG (0.8 uM) 30 dakika inkiibe edildi; (-[J-)
Enzim ve LMG (35 uM) inkiibasyon yok.
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4.2.6. CV’nin Sigir Karacigeri Kaynakh Katalaz ile Etkilesimi

Enzim ve CV (0-15 uM) 30°C’de 30 dakika inkiibe edildi. [H>O;], 8-20 mM
arasinda kullanildi. Tepkime, karisimin H,O, ve tampona eklenmesiyle baslatildi.
Sigir karacigeri kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait Lineweaver-Burk

grafikleri Sekil 4.20°de goriilmektedir.
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Sekil 4.20. Sigir karacigeri kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait
Linewever-burk grafikleri. [H,O;] , 8-20 mM; [CV], (-¢-) 0, (-[(J-) 5, (-A-)
10, (-O-) 13, (-X-) 15 uM. y = 5.88x + 0.21, y = 7.50x + 0.28, y = 11.74x +
0.32,y = 15.91x +0.33, y = 29.20x + 0.35, r* = 0.95.

Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden elde edilen K,, degerleri boya
yoklugunda elde edilen degerlere yakin, ancak Vy, degerleri farkli bulundu. Egimin
[CV])ne kars1 grafiklenmesi sonucu parabol elde edilmesi, K; degerinin
hesaplanmasin1  engelledi. Boyanin enzim {izerinde birden fazla bolgeye
baglanabilecegi 6ngoriilmekle birlikte; deney tekrarinin az olmasi, paraboliin deney

hatasindan kaynaklanabilecegi fikrini verdi (Sekil 4.21a-4.22b).
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Sekil 4.21a. Sigir karacigeri kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik.
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Sekil 4.21b. Sigir karacigeri kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-C-), y = 0.009x + 0.22, r* = 0.96.

CV varliginda enzimin hizinin deney ortamindaki boya derisiminin 1:50

oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen hizla enzimin hizinin karsilagtirilmasi ile



54

inhibisyonun geri doniisiimii izlendi. Kontrol deney ortaminda 2.34 U/ml ticari s18ir
karacigeri kaynakli katalaz, 50 mM KP ve 16 mM H;0, bulunmakta idi. Birinci
deney ortaminda 40 uM boya ve 2.34 U/ml enzim inkiibe edilmeksizin tampon ve
16 mM H,0, karigimina eklendi ve tepkime izlendi. Ikinci deney ortaminda 35 uM
CV, 2.34 U/ml enzim, ve 100 mM tampon 30 dakika preinkiibe edildi; bu karistm 50
mM KP ve 16 mM H,0O, iceren ortama eklendi. Bu sistemde deney ortaminda
CV’nin son derisimi 0.8 uM idi. Boyanin i¢inde ¢oziildiigii etanoliin boyanin
inhibitor etkisine katkisini incelemek amaciyla hazirlanan iigiincii deney ortaminda,
2.34 U/ml enzim, 100 mM tampon ve etanol (kullanilan boya hacmine esit) 30
dakika preinkiibe edildikten sonra tepkime ortamina (50 mM KP ve 16 mM H,0,)
eklendi ve tepkime izlendi. Sigir karaciger kaynakl katalazin CV ile inhibisyonuna
ait tersinirlik grafikleri Sekil 4.22°de goriilmektedir. Ikinci ve iiciincii deney
ortamlar1 uyarinca inhibe edilen karisimlara ait hizlar, kontrol deneyin tepkime
hizina yakin bulundu ve enzimin CV ile inhibisyonunun geri doniisiimlii oldugu

fikrine varildi.
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Sekil 4.22. Sigir karacigeri kaynakli katalazin CV ile inhibisyonuna ait
tersinirlik grafigi. (-4-) Kontrol; (-A-) Enzim ve etanol 30 dakika inkiibe
edildi; (- -) Enzim ve CV (0.8 uM) 30 dakika inkiibe edildi; (-[1-)
Enzim ve CV (40 uM) inkiibasyon yok.
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TAM" boyalarin eritrosit ve sifir karacigeri kaynaklh katalaz iizerindeki

inhibitor etkilerine iligkin inhibisyon tipi ve K; degerleri Tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. TAM™ boyalarin eritrosit ve sigir karacigeri kaynakl katalaz

tizerindeki inhibitor etkileri

Enzim Boya Kn (mM) Ki (uM) Inhibisyon Tipi
Eritrosit kaynakli 29.52 £2.62
katalaz
MG 18.68 £0.28 | Nonkompetitif
(tersinir)
LMG 135.24 + 15.10 | Kanigik tip
(tersinir)
Cv 60.67 £1.02 | Nonkompetitif
(tersinir)
Ticari s1g1r karacigeri 32.88 £3.10
kaynakl1 katalaz
MG 27.17 £2.88 | Nonkompetitif
(tersinir)
LMG hesaplanamadi
(tersinir)
Cv hesaplanamadi

(tersinir)
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4.3 At Karacigeri Kaynakh GST’nin Kinetik Ozellikleri

At karacigeri kaynakli GST (50 U/mg protein), 1 mg/ml su icinde hazirlandi.
GST aktivitesi substrat olarak CDNB kullamilarak 37°C’de olgiildii. GSH ve
CDNB’nin bir arada iken olas1 nonenzimatik etkilesimlerini en aza indirgemek iizere
2 mM EDTA-200 mM KP tamponu, pH 6.5’de sabit tutuldu. Substrat (CDNB) stoku
20 mM olacak sekilde % 95 etanol i¢inde hazirlandi. CDNB, solvan etkisini en aza
indirgemek iizere diisiik derisimde (0.5 mM) tutuldu.

Aktivite ol¢iimlerinde deney ortami 11.25 + 0.09 mU/ml enzim, 1 mM GSH
ve 0.5 mM CDNB icermekte idi (Sekil 4.23). Tepkime 35 ul enzim, 50 ul GSH, 410
pl tampon ve 500 pl distile su karsimina 25 ul CDNB eklenmesiyle baslatildi. GST
aktivite tayininde tepkimenin enzim miktarina bagh oldugu goriildii (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. At karacigeri kaynakli GST varliginda GSH’1in CDNB ile
olusturdugu konjugatin absorbansindaki net artis. [GSH], 1 mM;
[CDNB], 0.5 mM; sicaklik 37° C.
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Sekil 4.24. At karacigeri kaynakli GST aktivitesinin enzim miktarina
bagimliligi. [CDNB], 0.5 mM; [GSH], 1 mM; sicaklik 37° C.

GST’nin elektrofilik substratlar ve GSH i¢in iki ayr1 baglama bolgesi oldugu
bilindiginden (45), CDNB degisken substrat kabul edilirken (0.1-0.7 mM) GSH 1
mM olarak sabit tutuldu; GSH degisken substrat kabul edilirken (0.2-1.5 mM)
CDNB 0.5 mM olarak sabit tutuldu.

GSH derisimi 1 mM olarak sabit tutuldugunda ve substrat olarak CDNB
(0.1-0.7 mM) kullanildiginda elde edilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.25°de
goriilmektedir. Ky,= 0.32 + 0.04 mM olarak bulundu. CDNB derisimi 0.5 mM olarak
sabit tutuldugunda ve GSH substrat olarak kullanildiginda (0.2-1.5 mM) elde edilen
Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.26’da goriilmektedir. K,= 0.45 + 0.05 mM olarak

bulundu.
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Sekil 4.25. At karacigeri kaynakli GST icin Lineweaver-Burk grafigi.
[CDNB], 0.1 -0.7 mM; [GSH],1 mM; E, 11.25 +0.09 mU/ml.

250 +

200 +

150

/v (mM/dk) !

100 +

1/ [GSH ], (mM) ™!

Sekil 4.26. At karacigeri kaynakli GST i¢in Lineweaver-Burk grafigi.
[GSH],0.2-1.5 mM; [CDNB], 0.5 mM; E, 11.25 + 0.09 mU/ml.
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Daha once yapilan calismalar GST’nin kinetik davraniginin karmasik
oldugunu ve GSH’1n tepkimedeki derisimine bagli olarak tepkimenin bifazik bir
kinetik 0zelligi gosterdigini bildirmistir. Bu raporlarda GSH’1n 0.2 mM’1n altinda ve
0.2-5 mM arasinda farkli K, degerlerine sahip oldugu; 0.15-5 mM GSH derisiminde
enzim Kinetiginin sirali ardisik mekanizmaya uydugu ve enzime 6nce GSH’in
baglandig; GSH derisimi 0.1 mM’1n altina indiginde ise enzim kinetiginin ping-
pong mekanizmaya uydugu ve enzime once CDNB’nin baglandig1 One siirtilmiistiir
(45). Bu calismada tepkime ortaminda GSH 0.2-1.5 mM derisim araliginda
tutulmustur. Ancak bu kosullarda mekanizma hakkinda kesin bir sey sdylemek

miimkiin degildir.

4.4. TAM" Boyalarin At Karacigeri Kaynakh GST ile Etkilesimi

4.4.1. MG nin At Karacigeri Kaynakh GST Uzerindeki Inhibitor Etkisi

At karacigeri kaynaklit GST’in MG ile olas1 inhibisyonu, enzimin degisik
inkiibasyon siirelerinde (5, 30 ve 60 dakika) 30 uM boya ile preinkiibe edilmesi ile
arastirildi.  Aktivite Olclimii; inkiibe edilen boya-enzim karistmina 6nce GSH ve
sonra CDNB eklenmesi ile baslatild1 ve tepkime 5 dakika izlendi. GST aktivitesinin
MG varliginda inhibe oldugu gozlendi. Inhibitér derisiminin, at karacigeri kaynakl

GST’nin MG ile inhibisyonuna etkisi Sekil 4.27°de gortilmektedir.
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Sekil 4.27. At karacigeri kaynaklt GST’1n MG ile inhibisyonunun inhibitor
derisimine bagimhiligi. [GSH],1 mM; [CDNB], 0.5 mM; [MG], (-¢-) 0,
(-0-) 0.5, (-a-) 1, (-O-) 10, (-x-) 15, (-W-) 20 uM.

4.4.1.1. Substrat CDNB Kabul Edildiginde MGnin At Karacigeri
Kaynakl GST Uzerindeki inhibitor Etkisi

At karacigeri kaynakli GST inhibisyon deneyleri iki farkli substrat oldugu
diisiiniilerek GSH ve CDNB icin ayn olarak calisildi. Deney ortami, [GSH], 1 mM;
[CDNB], 0.1-0.7 mM; E, 11.25 + 0.09 mU/ml ve [MG], 0-30 uM icermekte idi.
Enzim ve MG, 37°C’de 5 dakika preinkiibe edildikten sonra sirasiyla KP, GSH ve
CDNB eklenerek tepkime baslatildi. GST nin MG ile inhibisyonuna ait Lineweaver
Burk grafikleri Sekil 4.28’de sunulmustur.
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Sekil 4.28. At karacigeri kaynakli GST'in MG ile inhibisyonuna ait
Lineweaver Burk grafikleri. [CDNB], 0.1-0.7 mM; [GSH], 1 mM; [MG],
(-¢-)0, (-0-) 1, (-A-) 5, (-O-) 10, (-m-) 30 uM. y =20.18x + 67.58,
y =20.05x + 88.35, y =20.30x + 116.01, y = 26.18x + 120.65, y = 40.21x +
212.85,1% = 0.98.

Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden elde edilen K, degerleri, boya
yoklugunda elde edilen degerlerle yaklasik ayn1 ve V,, degerleri farkli bulundu.
Egim ve 1/v eksen kesim degerleri [MG]’ ne kars1 grafiklendiginde K; degerlerinin
birbirine yakin oldugu (Sekil 4.29a ve b sirasiyla 18.01 uM ve 28.21 uM) goriildii ve
inhibisyonun saf nonkompetitif olabilecegi diistintildii. K; degeri 23.07 + 7.26 uM

olarak hesaplandi.
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Sekil 4.29a. At karacigeri kaynakli GST 1n MG ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik. Egim (-#-), y = 0.70x + 18.94, *=0.97.
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Sekil 4.29b. At karacigeri kaynaklt GST’in MG ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-[J-), y = 4.46 x + 80.03, 1’=0.97.
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4.4.1.2. Substrat GSH Kabul Edildiginde MGnin At Karacigeri
Kaynakl GST Uzerindeki inhibitor Etkisi

GSH 0.2-1.5 mM araliginda degisken substrat olarak kullanilirken, CDNB
0.5 mM derisiminde sabit tutuldu. 11.25 £ 0.09 mU/ml enzim ve MG (0-30 uM)
37 C’de 5 dakika preinkiibe edildikten sonra GSH ve CDNB eklenerek tepkime

baslatildi. GST’in MG ile inhibisyonuna ait Lineweaver Burk grafikleri Sekil

4.30’da sunulmustur.

350
300

1/v (mM /dk) ™!
— W] [\S)
()1 () (V)1
(@] [e) (@]

—
o
=}

50

1/ [GSH], mM™

Sekil 4.30. At karacigeri kaynakli GST’in MG ile inhibisyonuna ait
Lineweaver Burk grafikleri. [GSH], 0.2-1.5 mM; [CDNB], 0.5 mM; [MG],
(-¢-)0, (-4-) 5, (-0-) 15, (-x-) 30 uM. y =24.00x + 63.09, y =23.91x +
110.14, y = 25.88x + 145.68, y = 26.78x + 191.65, r* = 0.95.

Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden elde edilen K, ve Vp
degerlerinin her ikisinin de boya yoklugunda elde edilen degerlerden farkli oldugu
bulundu. Egim ve 1/v eksenin kesim degerleri [MG] ne kars1 grafiklendiginde farkli
K; degerleri hesaplandigindan dogrusal karisik tip inhibisyon modeline uydugu

diisiiniildii. Egimden K; degeri 210.00 + 15.23 uM olarak ve 1/v eksenin kesim
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noktasindan oK; degeri 19.43 uM olarak hesaplandi (Sekil 4.31a-4.31b). a degeri
0.09 bulundu. Kj degerinin bu kadar yiiksek bulunmasi, GSH-MG eklenti iiriinii

olusumu olasiligina ve sistemin karmasikligina yoruldu.
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Sekil 4.31a. At karacigeri kaynakli GST’1n MG ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. Egim (-#-), y= 0.10x + 23.86, ’=0.92.
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Sekil 4.31b. At karacigeri kaynakli GST’1in MG ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-[1-), y = 4.00x + 77.56, ¥ =0.95.
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4.4.2. LMG’nin At Karacigeri Kaynakh GST Uzerindeki
Inhibitor Etkisi

GST’1in LMG ile olas1 inhibisyonu, enzimin degisik inkiibasyon siirelerinde
(5, 30 ve 60 dakika) 30 uM boya ile preinkiibe edilmesi ile arastirildi. Aktivite
Olclimii; inkiibe edilen boya (0-60 uM) -enzim (11.25 + 0.09 mU/ml) karigimina
GSH ve substratin (CDNB) eklenmesi ile baglatildi ve tepkime 4 dakika izlendi.
GST’in LMG varliginda inhibe oldugu gozlendi. Inhibitor derisiminin, at karacigeri
kaynakli GST’nin LMG ile inhibisyonuna etkisi Sekil 4.32’de goriilmektedir.
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Sekil 4. 32. At karacigeri kaynakli GST’1n LMG ile inhibisyonunda tepkime
hizinin inhibitér derisimine bagimhiligi. [GSH], 1 mM; [CDNB], 0.2 mM;

[LMG], (-#-) 0, (-L1-) 5, (- A-) 20, (-x-) 40, (-O-) 60 uM.
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4.4.2.1. Substrat CDNB Kabul Edildiginde LMGnin At Karacigeri
Kaynakl GST Uzerindeki inhibitor Etkisi

GST’nin LMG ile inhibisyon kinetigi, farkli derisimlerde CDNB ve LMG
kullanilarak calisildi. Deney ortaminda [GSH], 1 mM; [CDNB], 0.1-0.7 mM;
E, 11.25 £ 0.09 mU/ml ve [LMG], 0-60 uM bulunmakta idi. Enzim ve LMG,
37°C’de 5 dakika preinkiibe edildikten sonra sirastyla KP, GSH ve CDNB eklenerek
tepkime baslatildi. GST’nin LMG ile inhibisyonuna ait Lineweaver Burk grafikleri
Sekil 4.33’de sunulmustur.
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Sekil 4.33. At karacigeri kaynakli GST’in LMG ile inhibisyonuna ait
Lineweaver Burk grafikleri. [CDNB], 0.1-0.7 mM; [GSH], 1 mM;
[LMG], (-¢-)0, (-m-)5, (-A-)20, (-a-) 60uM. y= 12.03x + 52.87,
y= 17.79x + 77.62, y = 19.06x + 100.20, y = 39.79x + 170.71, r* = 0.98.

Boya varliginda dogrulara ait denklemlerden elde edilen K, degerleri, boya
yoklugunda elde edilen degerlerle yaklasik aymi ve V, degerleri farkli bulundu.
Egim ve 1/v eksen kesim degerleri [LMG]’ne kars1 grafiklendiginde K; degerlerinin
birbirine yakin oldugu (Sekil 4.34a ve b sirasiyla 28.56 pM ve 32.88 pM) goriildii ve



67

inhibisyonun saf nonkompetitif olabilecegi diistiniildii. K; degeri 30.72 + 2.60 uM

olarak hesaplandi.
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Sekil 4.34a. At karacigeri kaynakli GST’1n LMG ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. Egim (-@-), y = 0.44x + 12.85, * = 0.97.
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Sekil 4.34b. At karacigeri kaynakli GST 1n LMG ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. 1/v eksenin kesim yeri (-[1-), y = 1.85x + 61.04, ¥ =0.98.
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4.4.2.2. Substrat GSH Kabul Edildiginde LMGnin At Karacigeri
Kaynakl GST Uzerindeki inhibitor Etkisi

GSH 0.2-1.5 mM araliginda degisken substrat olarak kullanilirken, CDNB
0.5 mM’da sabit tutuldu. Enzim (11.25 + 0.09 mU/ml) ve LMG (0-40 uM) 37°C’de

5 dakika preinkiibe edildikten sonra GSH ve CDNB eklenerek tepkime baslatildi.
GST’nin boya ile inhibisyonuna ait Lineweaver Burk grafikleri Sekil 4.35°de

sunulmustur.
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Sekil 4.35. At karacigeri kaynakli GST'in LMG ile inhibisyonuna ait
Lineweaver Burk grafikleri. [GSH], 0.2-1.5 mM; [CDNB], 0.5 mM; [LMG],
(-¢-) 0, (-[7-) 20, (-A-) 30, (-O-) 40 uM. y =38.76x + 71.08, y = 42.85x +
116.39, y = 54.68x + 130.10, y = 62.67x + 175.61, * = 0.96.

Boya varliginda ve yoklugunda dogrulara ait denklemlerden elde edilen
Kn/Vm (egim) ve 1/Vy, degerlerinin birbirinden farkl oldugu gozlendi. Egim ve 1/v
eksen kesim degerleri [LMG]’ ne kars1 grafiklendiginde, egimden K; degeri 59.56 +
3.70 uM ve 1/v eksen kesim noktasindan aK; degeri 27.45 pM olarak hesaplandi
(Sekil 4.36a-4.36b) ve dogrusal karigik tip inhibisyon modeline uydugu diisiiniildii.
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Bu tip inhibisyonun kismi kompetitif ve saf nonkompetitif inhibisyonlarin bir
karisimi oldugu bilinmektedir. o degerinin 0.46 olmasi dogrularin 1/S ekseninin

altinda bir noktada kesistigini gosterdi.
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Sekil 4.36a. At karacigeri kaynakli GST’1n LMG ile inhibisyonuna ait ikincil
grafik. Egim (-#-), y = 0.60x + 36.17, 1= 0.88.
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Sekil 4.36b. At karacigeri kaynakli GST’in LMG ile inhibisyonuna ait
ikincil grafik. 1/v eksen kesim yeri (-[J-), y = 2.47x + 67.78, ? = 0.96.
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4.4.3. CV’nin At Karacigeri Kaynakh GST Uzerindeki inhibitor Etkisi

Yapilan calismalarda CV’nin at karacigeri kaynakli GST’1 inhibe etmedigi
gozlenmistir.

TAM" boyalarin at karacigeri kaynakli GST ile etkilesimine ait kinetik veriler
Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. TAM" Boyalar ile At Karacigeri Kaynaklh GST’nin Etkilesimi

Boya Substrat | K, (mM) K; (nM) Inhibisyon Tipi

GSH 0.45 £0.05
CDNB 0.32 +£0.04

MG GSH 210.00 + 15.23 | Karsik tip
CDNB 23.07 £7.26 Nonkompetitif

LMG GSH 59.56 £3.70 Karigik tip
CDNB 30.72 £ 2.60 Nonkompetitif

Cv GSH Inhibisyon yok | Inhibisyon yok
CDNB Inhibisyon yok | Inhibisyon yok

Tablodan da goriilecegi gibi ¢alisgtlan TAM® boyalardan MG ve LMG at
karacigeri kaynakli GST’yi inhibe ederken, CV ile GST arasinda bir etkilesme
gozlenmemistir. MG ve LMG’in inhibisyon kinetikleri incelendiginde bu iki bilesigin
enzimle etkilesimlerinin enzim iizerinde farkli iki baglama bolgesi ile etkilesen
substratlarin (GSH ve elektrofilik substrat CDNB) varliginda degisik kinetik davranig
gosterdikleri saptanmistir. Bu farkliligin kismen MG’in GSH ile eklenti iiriinii
olusturmasindan ve kimyasal yapilarindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir.

Bu bilgiler ve  TAM" boyalarla elde ettigimiz Onciil veriler bir arada
degerlendirildiginde, katyonik o6zellikli bu hidrofobik boyalarin GST 1n H bolgesi
disindaki bir {igiincii baglama bolgesi ile etkilesip enzimde inhibisyona yol actig

varsayilabilir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada TAM" boyalardan MG, MG’in 16ko formu olan LMG ve
CV’nin Onemli redoks sistemi enzimlerinden katalaz ve GST ile etkilesimleri
incelendi.

MG ve CV tim diinyada tekstil ve gida endiistrisinde boya olarak, su
riinleri endiistrisinde fungisit, ektoparazitisit ve dezenfektant olarak kullanilmakta
olan suda ¢oziiniirliigii yiiksek TAM" boyalardir (10).

Son yillarda MG’in memeli hiicrelerine toksik etki gosterdigi; hepatik pre-
neoplastik lezyonlarin gelisimine katkida bulundugu ve DNA sentezinde inhibitor
etki gosterdigi One siiriilmiiy; MG’in bu etkisinin serbest radikal olusturmasi
nedeniyle yol actifi lipid peroksidasyonundan kaynaklandig bildirilmistir
(12,13,16,17,22). MG insan gastrointestinal kanalinda anaerobik renksiz 16ko
formuna (LMG) doniismektedir ve bu form da diger karsenojenik TAM boyalarin
etkilerine benzer etkiler gostermektedir (17, 22). CV de tipki MG gibi intestinal
mikroflorada 16ko formuna (LCV) doniismektedir. CV’nin renal, hepatik, akciger
kanserlerine ve tiroid karsinogenitesine yol a¢tig1 bildirilmistir (18,20,23).

Asir1 dozda oksidana maruz kalma veya antioksidan kapasitedeki azalma gibi
nedenlerle olusan oksidatif stres, hiicre fonksiyonlarini etkilemekte ve ciddi
sitopatolojik sonuglara  yol ac¢maktadir (78, 79). Major antioksidan GSH,
oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerinde indirgeyici gii¢ olarak rol almakta ve GSH
seviyesi katalaz ve GST’in da dahil oldugu antioksidan enzimlerle dengede
tutulmaktadir (80).

Antioksidan enzimlerden katalazlar, iizerinde bir ¢ok caligma yapilmakla
birlikte bir ¢ok organizmada farkli formlarda bulunan; islevleri ve yapilari tam olarak
aydinlatilamamis enzim grubudur (29,35). Bashica iic tip olan katalazlardan
manganez katalaz yalmizca prokaryotlarda bulunurken, peroksidaz Kkatalaz
prokaryotlarda ve basit okaryotlarda bulunur. Tipik katalaz ise homotetramer yapili
hem iceren tiirdiir ve Okaryotlarda yaygindir (28, 33). Insan eritrosit ve sigir
karacigeri kaynakli katalaz her altbiriminde hidrofobik bir c¢ekirdek tasiyan
tetramerdir ve bu tetramerik yap1 aktivite icin sarttir (34). Insan eritrositindeki hem

prostetik grubu sigir karacigeri katalazin yapisina gore daha az yuvarlak bulunmus ve
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aktif bolgedeki demirin pentakoordinat yapisinda oldugu goriilmiistiir (33). Dort hem
N-Fe uzaklig1 1.9 A ve Tyr 358’in demire uzaklig1 1.85 A’dur. Desai ve Vaidya (10)
H,0, ve TAM" boyalarin kimyasal tepkimesi ile demetilasyon fiiriinlerin, N-
oksitlerin, ketonlarin ve renksiz boyalarin olustugunu ileri siirmiistiir. Katalazin
bilinen inhibitorleri, siyaniir, sodyum azid ve 3-amino-1,2,4-triazoldiir. Reaktif
oksijen tiirleriyle etkileserek organizmayi hiicresel hasara karsi korudugu bilinen
katalazin cesitli bilesiklerle inhibisyonunun, 6zellikle memelilerde serbest radikal
hasar1 olusturabilecegi agiktir.

Bu calismada, insan eritrosit lizatindan izole edilen katalazin aktivitesi 1.72
+ 0.09 U/ml eritrosit lizat1 olarak bulundu. Sigir karaciger kaynakl ticari katalazin
aktivitesi ise 2.27 * 0.35 U/ml olarak saptandi. Eritrosit ve karaciger kaynakli
katalazlarin K, degerleri sirasiyla 29.52 + 2.62 ve 32.88 + 3.10 uM olarak bulundu.
Eritrosit ve sigir karaciger kaynakli katalazlarin her ikisinin de tetramerik yapiya
sahip olup tipik katalazlar sinifina dahil olmalari, kinetiklerini de benzer kilmaktadir.
Katalazin kinetiginin, substrat1 olan H,O,’in 5-20 mM araliginda Michaelis Menten
kinetigine uydugu; yiiksek substrat derisimlerinde ise Michaelis Menten kinetiginden
saptigi gozlendi. Katalazlarin genelde genis substrat derisim araliginda klasik
Michaelis-Menten kinetiklerinden saptigini bildiren yayinlar mevcuttur (75) ve bu
calisma eritrosit ve karaciger kaynakli katalazlarin da benzer davrams sergiledigini
ortaya koymustur. Diisiik substrat derisimlerinde teorik ve pratik dogrular uyumlu
bulunmus ve 5-20 mM H;0,; derisiminde hizin substrat derisimine bagimliliginin
Michaelis-Menten kinetigi ile aciklanabilecegi goriilmiistiir. Yiiksek substrat
derisimlerdeki sapmanin, katalazin katalitik tepkimesinin iki basamakli yapisindan
ve substratlariyla tam olarak doyamamalarindan  kaynaklanmis olabilecegi
diistiniildii (75). H,O,’in katalaz ile bozunumunun enzimdeki ‘’fast loop’” bolgesinde
katalitik aktivitede veya “slow loop’’ bolgesindeki peroksidatik aktivite ile
gerceklesebilecegi One siiriilmektedir (82). Genelde tepkime iki fazlhidir ve olay

ferrikatalaz ile iki-elektronlu-okside faz arasinda gider gelir:

Ferrikatalaz + H,O, ky Bilesik I + H,O
—_

Bilesik I + H,O, ko Ferrikatalaz + H,O + O,
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Katalaz, ayrica substrati olan H,O;’in asir1 miktari ile inaktive olmaktadir (6).

Elde ettigimiz 6nciil sonuclar MG’in insan eritrosit kaynakli katalazi ortalama
18.68 + 0.28 uM K; degeriyle saf nonkompetitif olarak inhibe ettigini gosterdi.
Inhibisyonun tersinir oldugu gozlendi. Benzer sekildle MG’'nin siir karaciger
kaynakli ticari katalaz1 27.17 + 2.88 uM K| degeriyle saf nonkompetitif olarak inhibe
ettigi goriildii. Inhibisyonun tersinir oldugu gozlendi.

Kaynaklarima gore farkliliklar gostermekle birlikte memeli katalazlarin
genellikle i¢ kisma gomiilmiis bir aktif bolge icerdikleri ve substratlarinin bu bolgeye
ic dar kanali asarak ulastigi rapor edilmektedir. Katalazin aktivitesi, hem grubunun
diizlemi ve bu kanallarin yerlesimi ile dogrudan iligkilidir. S6z konusu kanallarin dar
olusu, hem igerdigi bilinen aktif bolgeye ancak su, HO; ve ¢ok kiiglik molekiillerin
girebilmesine olanak saglamaktadir (38). Katalazin bu yapis1 gozoniine alindiginda
katyonik o6zellikli TAM® boyalarin molekiil biiyiikliigii nedeniyle enzimin aktif
bolgesi disinda bir bolgeye nonkovalan olarak baglanabilecekleri ve enzimde ii¢
boyutlu bir yap1 degisikligi yaratarak inhibisyona yol acabilecekleri diisiiniilebilir.
Deneylerimizde kullandigimiz katalaz, insan eritrosit lizatindan izole edilmis, ancak
ileri bir saflastirmaya gidilememistir. Elde ettigimiz onciil sonuglarin saf enzimle
yapilacak ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Daha once yapilan calismalarda, siyanid ve azidin katalazin hem grubuna
baglanarak enzimi tersinir ve nonkompetitif olarak inhibe ettigi gosterilmistir (82).
Azid varhiginda katalazin bir kisminin Bilesik I ile oksidasyona ugrarken, bir
kisminin da Bilesik II’ye doniistiigi ve yavas fazda Bilesik II olarak biriktigi ve
enzimi bloke ettigi gosterilmistir (33,82). Siyanidin ise serbest enzim ile birleserek
aktif kismu bloke ettigi rapor edilmistir (83). Anyonik her iki bilesigin aktif bolgeye
yakin bir bolgeye baglandigi ve enzimin ii¢ boyutlu yapisim1 degistirdigi ileri
stirilmiistiir. Katyonik 6zellikli MG’nin ise enzimde aktif bolge disinda bir bolgeyle
etkilesmesi olas1 goziikmektedir. Inhibitoriin enzimin bu farkli bolgesine tersinir,
gelisigiizel ve substrattan bagimsiz olarak baglandigi ve olusan ESI kompleksinin

tiriin olusturamadig diisiiniilebilinir (Sema 1).
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E+S * ES _k E+P

EI+S <«— ESI
e

Sema 1. Nonkompetitif inhibisyon modeli.

Nonkompetitif inhibisyon i¢in hiz denklemi:

1V =Kn/ (Vmax [S]) (1+ [1I/Ki) + 1/Vimax (1+ [1]/ Ki)

Burada boya enzime veya ES kompleksine baglanabildigi gibi, substrat EI
kompleksine de baglanabilir. Ancak boya ve substratin enzime birinci baglanmasi,
digerinin baglanmasini engellemez. Olusan ESI kompleksi her sekilde liriin veremez.

LMG’nin insan eritrosit kaynakli katalazi 135.24 + 15.10 uM K degeri ve
0.19 a degeri ile dogrusal karisik tipte inhibe ettigi goriildii. Inhibisyonun tersinir
oldugu gozlendi. Bu sistemde inhibitor varliginda enzime ait K, ve V¢ degerlerinin

ikisinin birden degistigi bilinmektedir.

K

E+S * ES _k E+P

oK

EI+S <«—— ESI

Sema 2. Karisik tip inhibisyon modeli.
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Karigik tip inhibisyon i¢in hiz denklemi:

1/v =Ks /(Vmax[S]) (1+ [II/Kj) + 1/Vimax (1+ [1]/ aKj)

Bu tip inhibisyonda EI kompleksinin substrata olan ilgisinin serbest enzime
oranla daha az oldugu ve ESI kompleksinin iirlin vermedigi bilinmektedir (76).
Inhibitor varliginda enzimin bir kism1 ESI formunda bulunur. Verilerimiz o<1 ve
B=0 oldugunu gosterdigi icin, ikincil grafige ait dogrularin 1/S ekseninin altinda
kesistigi kabul edildi. Bu durumda ESI kompleksinin hizinin artan inhibitor
derisimiyle sifira yaklasabilecegi varsayildi.

Verilerimiz g6z Oniine alindiginda, LMG’nin MG’den farkli bir
mekanizmayla etkidigi; katalaza baglanan boyanin substratin baglanmasini
engellemedigi ancak, biiyiik olasilikla boya baglanmasi ile enzimin ii¢ boyutlu
yapisinin degiserek iirlin olusumunun engellendigi diisiiniilebilir (Sema 2). Buradaki
inhibisyonun kismi kompetitif ve saf nonkompetitif inhibisyonlarin bir karigimi
olabilecegi diisiiniildii.

LMG’in ticari sigir karacigeri kaynakl katalazi ile iligkisine ait verilerimiz
once inhibisyonun nonkompetitif oldugunu diisiindiirdii. Ancak egim ve 1/v eksen
kesim degerleri [LMG] derisimine kars1 grafiklendiginde elde edilen ikincil grafigin
dogrusal olmadig1 goriildii. Bir inhibitoriin iki farkli bolgeye baglanmasinin dogrusal
karigik tipte inhibisyon ile sonuclanabilecegi ©ne siiriilmektedir (76). Bu tip
inhibisyonda inhibitoriin bir bolgeye tamamen baglanmasi substrati dislarken, ikinci
bolgeye baglanmasi substratin baglanmasi iizerinde bir etkiye sahip degildir. Ancak
olusan ESI kompleksi katalitik acidan inaktiftir. Iki baglanma bolgesi ayr1 degilse
IEI kompleksi olusabilir. Ikincil grafikler aym noktada kesismezler ve parabol
olusur. Bu durumda enzimde inhibitoriin baglanabilecegi birden fazla bolge
olabilecegi sonucuna varilabilir (Sema 3). Ancak bu hipotez ¢ok sayida ayrintili

deney ile dogrulanmalidir.
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Sema 3. Inhibitoriin enzim iizerindeki birden fazla bolgeye baglanma modeli.

Inhibitoriin enzim iizerindeki birden fazla bolgeye baglanmasinda hiz
denklemi:

V= (Vimax [S]) / (Ks (1+ [1)/ (y/1+y) Kp) + [S] (1+ [1)/ Ky))

CV’nin insan eritrosit kaynakli katalazi 60.67 + 1.02 uM K; degeriyle
nonkompetitif olarak inhibe ettigi goriildii (Sema 1). Inhibisyonun tersinir oldugu
gozlendi. Mekanizmanin saf nonkompetitif inhibisyon tipine uygun gerceklestigi
diistiniildii.

CV’nin ticari sigir karaciger kaynakli katalazi iizerindeki inhibitor etkisi
incelendiginde Lineweaver Burk grafigi goz Oniine alinarak ©Once inhibisyonun
nonkompetitif oldugu diisiiniildii. Ancak egim ve 1/v eksen kesim degerleri [CV]
derisimine kars1 grafiklendiginde elde edilen ikincil grafigin parabol olmasi, Kj
degerinin  hesaplanmasin1  engelledi. Bu durumda enzimde inhibitoriin
baglanabilecegi birden fazla bolge olabilecegi sonucuna varildi (Sema 3).

Daha once yapilan bir ¢alismada MG ile katalaz muamele edilip laser ile
fotoaktivasyona tabi tutuldugunda katalazda yapisal degisikliklerin meydana geldigi;
enzimin bunu takiben oksidatif modifikasyona ugradigi bildirilmis ve katalazda

olusan bu singlet-oksijen hasarinin hiicresel savunma sistemini inaktive ettigi 6ne
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stirilmiistii (44). Bu calismada katalazin fotoaktivasyon olmaksizin da boyadan
etkilendigi ve aktivitesini kaybettigi gosterilmistir. Biyolojik sistemlerin ROT ne
kars1 en etkin dogal antioksidan sistemini olusturan katalazin TAM® boyalarla
inhibisyonunu gosteren bu Onciil sonuglar, s6z konusu boyalarin canli sistemlerde
kanserojen etki yaptigi yolundaki raporlarin mekanizmasina agiklik getirebilecek

yeni caligsmalara bir dnveri niteligi tasimaktadir.

GST, hiicreleri ksenobiyotiklere ve ROT’ne karsi koruyan; elektrofilik
substratlar1 GSH ile konjuge ederek uzaklastiran cok genli bir enzim grubudur (53).
GST’lar primer yapilarina ve immiinolojik 6zelliklerine gore farkli siniflara ayrilirlar
(57). Insan karacigeri GST’nin alfa ve mu formunu ifade ederken; adrenal bez,
bobrek, testis sadece mu formu icerir. Asidik pi izozimi ise insan eritrositinde (60)
ve plasentasinda (58) yiiksek derisimde bulunmaktadir.

Domuz akciger pi sinift GST’nin 2.3 A resolusyonuyla elde edilen veriler,
enzimin bir homodimer oldugunu; N ucu (1-74 aminoasitler arasi) ve C ucu (81-207
aminoasitler aras1) olmak iizere iki bolgesi oldugunu gostermistir (58). G bolgesi,
GSH’1 baglar ve N ucu kisminda olusurken, H bolgesi elektrofilik substratlara
ozgiildiir ve C bolgesini icerir. Enzim, elektrofilik ve hidrofobik substratlar1t GSH
konjugati haline cevirerek ¢oziiniir forma doniistiirmekte ve organizmadan
uzaklastirlmasini saglamaktadir (84). G bolgesinin GST tiplerinde korundugu; H
bolgesinin degisken oldugu ve farkli hidrofobik substratlarla etkilestigi bildirilmistir
(77). GST, hidrofobik ligandlarla tersinir olarak baglanmaktadir ve bu etkiye
‘ligandin’ etkisi denmektedir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, enzimin nonsubstrat
ligandlart icin H bolgesi yakininda potansiyel bir baglama bolgesi daha bulundugunu;
bu bolgenin hidrofobik dogasinin, hematin gibi organik bilesikler i¢in  uygun
oldugunu gostermistir. Met 208 ve Pro 110 arasinda dar bir bosluk seklinde yer alan
bu kistm, H bolgesinden ayr1 bir kisim olarak tammmlanmistir (58). Bu ikinci
hidrofobik cebin farkli bir potansiyel baglama bolgesi mi yoksa H-bolgesinin bir
uzantist mi oldugu heniiz aydinlatilamamustir.

Daha once yapilan calismalar GST’nin kinetik davraniginin karmasik
oldugunu ve GSH’1n tepkimedeki derisimine bagli olarak tepkimenin bifazik bir

kinetik 0zelligi gosterdigini bildirmistir. Bu raporlarda GSH’1n 0.2 mM’1n altinda ve
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0.2-5 mM arasinda farkli K, degerlerine sahip oldugu; 0.15-5 mM GSH derisiminde
enzim Kinetiginin sirali ardisik mekanizmaya uydugu ve enzime 6nce GSH’in
baglandig; GSH derisimi 0.1 mM’1n altina indiginde ise enzim kinetiginin ping-
pong mekanizmaya uydugu ve enzime once CDNB’nin baglandig1 One siirlilmiistiir
(81).

Calismamizda, at karacigeri kaynakli GST ve TAM® boyalar arasindaki
etkilesimler incelendi. CDNB degisken substrat kabul edilirken (0.1-0.7 mM) GSH
1 mM olarak sabit tutuldu; GSH degisken substrat kabul edilirken (0.2-1.5 mM)
CDNB 0.5 mM olarak sabit tutuldu. Enzimin GSH ve CDNB varligindaki kinetik
davranisi incelendiginde GSH’a ait K, degeri 0.45 £ 0.05 mM ve CDNB’e ait K,
degeri 0.32 + 0.04 mM olarak hesaplandi.

MG’in karaciger kaynakli GST ile etkilesimi iki farkli substrat agisindan
degerlendirildiginde, Substrat CDNB olarak kabul edildiginde, MG’nin GST’yi
23.07 £ 7.26 uM K degeriyle saf nonkompetitif olarak inhibe ettigi fikrine varildi
(Sema 1). Katyonik bir boya olan MG’in GST’deki bilinen G ve H bdlgeleri
disindaki olas1 iciincii hidrofobik bir baglama bolgesine baglanmis olabilecegi
diistiniildii. Karaciger kaynakli GST 1in MG ile etkilesimine ait verilerimiz, MG
varliginda enzime ait K,, degerinin degismedigini ve V. degerinin azaldigim
gostermis oldugundan inhibisyon tipinin nonkompetitif oldugunu diisiindiirdii.
Substrat GSH olarak kabul edildiginde MG’nin enzimi 210.00 + 15.23 uM K; ve
0.09 a degerleriyle dogrusal karisik tipte inhibe ettigi saptand: (Sema 2). Bu yiiksek
Kj degerinin, MG ve GSH’1n eklenti iirlinler olusturdugu karmasik bir sistemden
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii. Inhibisyonun kesin mekanizmasinin, bu
olasilikla ilgili ek deneylerin yapilmasim takiben agiklanabilecegi diisiiniildii.

LMG’nin GST iizerindeki inhibisyonu MG’de oldugu gibi iki farkli substrat
acisindan degerlendirildi. Substrat CDNB olarak kabul edildiginde, LMG’nin
GST’yi 30.72 £ 2.60 uM K, degeriyle saf nonkompetitif olarak inhibe ettigi
gosterildi (Sema 1). Substrat GSH olarak kabul edildiginde LMG’nin enzimi 59.56 +
3.70 uM K; ve 0.46 a degerleriyle dogrusal karisik tipte inhibe ettigi diisiiniildi
(Sema 2). Bu tip inhibisyon kismi kompetitif ve saf nonkompetitif inhibisyonlarin

bir karisimi olmakla birlikte, bu sistemde boyanin enzimin hangi bdlgesine
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baglandigim1 saptamak bu asamada olasi degildir. Boyanin baglanmasimi takiben
enzimin ii¢ boyutlu yapisinda bir degisiklik yaratabilecegi diisiiniilebilir.

Caligitlan TAM" boyalardan MG ve LMG at karacier kaynakli GST’yi
inhibe ederken, CV ile GST arasinda bir etkilesim gozlenmedi. CV’nin liglincii
aromatik halkasindaki substituentlerin sterik engel olusturmasinin  enzimle
etkilesime girmesini engellemis olabilecegi diisiiniildii.

Incelenen boyalardan 6zellikle MG’in proteinlerle etkilestiginde boya-protein
eklenti iirlinleri olusturdugunu ve olusan bu eklenti iirlinlerin hedef proteinle
kovalan eklenti formasyonu olusturarak aktivite kaybina yol actigim (13); TAM"
boyalarin enzim inhibisyonuna yol acan fraksiyonunun serbest boyadan ¢ok boya-
GSH eklentisi oldugunu 6ne siiren (14) caligmalar bulunmaktadir. Eklentinin hem
GSH’a hem de enzimin hidrofobik kismina baglanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
siilfidril grubu niikleofillerin (GSH ve merkaptoetanol) TAM" boyalar (MG, MeY)
ile tepkimeye girdigi; gecici bir eklenti iiriinii olusturdugu ve ardindan hizli bir
sekilde renksiz yap1 olusturarak dengeye ulastigi belirtilmistir (12). Ancak TAM"
boyalarin redoks sistem enzimleriyle etkilesimleri konusunda yapilmis kisith
aragtirma mevcuttur ve bu etkilesimin mekanizmasini agiklayabilecek kesin bir
model olusturulamamistir. GST ile boya-GSH eklenti iiriinlerin arasindaki iliskinin
detayli kinetik incelenmesinin konunun aydinlatilmasina katkida bulunabilecegini
diistinmekteyiz.

Bu 0nciil caligmadan elde ettigimiz veriler, redoks sistemi enzimlerinden
katalaz ve GST’in TAM" boyalar ile inhibe oldugunu; bu etkilesimin hiicrelerde
redoks dengesini bozarak oksidan diizeyinin artmasina ve tersinmez hiicre hasarina
neden olabilecegini diisiindiirdii. Bu calismanin, boyalarin canli sistemlerde
kanserojen etki yaptigr yolundaki raporlarin mekanizmasina aciklik getirebilecek

yeni ¢aligmalara bir 6nveri niteligi tasiyacagini timit etmekteyiz.
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