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OZET

Doktora tezi

GLUTATYON STRANSFERAZ ENZMININ GOKKUSAGI ALABALIK
(Oncorhynchus mykiss) ERITROSTLERINDEN SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BAZI KIMYASALLARIN ETK ILERININ
ARASTIRILMASI

Veysel COMAKLI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisi
Kimya Anabilim Dali

Dansman: Prof. Dr. (rfan KUFREMOGLU

Bu calsmada, gokkgagl alabalg eritrositlerinden glutatyos-transferaz (E.C 1.8.1.7.;
GST) enzimi glutatyon-agaroz afinite kromatografisillanilarak 16,54 EU x my
protein spesifik aktiviteyle ve %59 verimle 11.02& saflatirildi.

Saflastirilan enzimin saffiini kontrol etmek ve alt birim molekdl kitleleribelirlemek
amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapile tek bant elde edildi. Alt birim
molekudl kitlesi yaklgitk 23 kDa olarak belirlendi. Eritrosit GST enzimrtabii halinin
molekil kitlesi Sephadex-G 100 jel filtrasyon kalokullanilarak yaklgtk 47 kDa
oldugu tespit edildi. Eritrositlerden saflarilan GST icin optimum iyonikiddet 10 mM
K-fosfat tamponu olarak belirlendi. Enzim i¢cin aptim pH, stabil pH ve optimum
sicaklik sirasiyla 7,3, 7,3, 3D olarak bulundu. Saf enziminyKve Vinax deserleri
Lineweaver-Burk grafiklerinden faydalanilarak GSHbstrati icin K, 0,0395, \ax
0,0328 EU/ml; CDNB substrati igin\K0,259, Vmax 0,0655 EU/mI olarak hesaplandi.
Saflgtirilan GST enzimi tGzerinm vitro inhibisyon etkisi gosteren sefuroksim sodyum,
gentamisin silfat, amikasin siilfat antibiyotiklee Ag’, Cd?, Cr? ve Mg? metal
iyonlari igin 1Gso degerleri ve K sabitleri hesaplanarak inhibisyon tipleri belidén
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHONE S
TRANSFERASE FROM RAINBOW TROUT@ncor hynchus mykiss)
ERIYTHROCYTE AND EFFECTS OF
SOME CHEMCALS ON ENZYME ACTIVITY

Veysel COMAKLI

Atatlrk University
Graduate School of Science and Arts Faculty
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Grfan KUFREMOGLU

In the present study, GlutathioBdransferase (E.C 1.8.1.7.; GST) enzyme was pdrifie
from rainbow trout (RT) erythrocyte a specific aii of 16,54 and a yield of 38% and
11026-fold respectively using glutathione-agaro$inity gel chromatography. To
check the purity of the purified enzyme and to datee the subunit molecular masses
of the SDS-polyacrylamide gel electrophoresis waggomed and a single band was
obtained and Mw of approx. 23 kDa for eritrochyfée molecular weight of native of
erythrocyte GST enzyme was estimated to be apgrokDa by Sephadex-G 100 gel
filtration chromatography, respectively. Optimumio strengths for the GST from
erythrocyte were obtained as 10 mM K-Phosphateebuf®ptimal pH, stable pH,
optimal temperature were determined as 7,3, 7,% 86spectively, Also I§ and \nax
values were determined for enzymey Kor GSH subsrate: K 0,0395, \fax for GSH
subsrate: 0,0328 EU/ml; < for CDNB subsrate: 0,259, \¥x for CDNB subsrate:
0,0655 EU/mI. After thatjn vitro inhibitory effects of some antibiotics, including
cefuroxime sodium, gentamicine sulfate, amikaciifaset and some metal ions,
incorporating Ag, Cd?, Cr? and Md? were evaluated. K values and Kconstants of
corresponding antibiotics and metal ions were dated, and inhibition types were
determined.
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SIMGELER ve KISALTMALAR D 1ZiNi

BSA Bovin serum albumin

CDNB 1-klor- 2,4- dinitrobenzen

Da Dalton

DNA Deoksiribonukleik asit

E Enzim

EC Enzim kodu

EDTA Etilendiamin tetra asetik asit
ES Enzim Substrat kompleksi
GST GlutatyonS- transferaz enzimi
GSH Glutatyon

I Inhibitor

ICs0 Maksimum hizi yariya gliren inhibitdér konsantrasyonu
Ki Enzim inhibitér kompleksinin ayma sabiti
kDa Kilodalton

M a Molekul kitlesi

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi
RNA Ribonukleik asit

S Substrat

SDS Sodyum dodesil stilfat

TCA Triklor asetik asit

TEMED N,N,N’,N’-tetrametilendiamin
V max Maksimum hiz

Vil
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1. GIRIS

1835 yilinda Jbns Jacob Berzelius, katalizorlenyasal tepkimeleri daha hizli ve aktif
hale getiren maddeler olarak tanimlgimni (Ann-Sofie 2002). Enzimlerin etki egi
maddeler substrat olarak adlandirilir. Substratténe dongtiikten sonra Urlin ve enzim
ayrilir.  Enzimler reaksiyon slresince gdgéme urayabilir fakat tepkime
tamamlandiktan sonra ilk hallerine donerler. Enemlreaksiyonlarin hizlarini
artirmalarinin yani sira hiicrede metabolik yol@an ionemli birgok reaksiyonun hizini

dizenleme mekanizmasinda da gorev alirlar (Detvah 1996).

Hucreler, ygamin devami icin gerekli olan kimyasal olaylarin ya@na geldii
birimlerdir. Gercekte hlcre icerisindeki butin tepkler katalize edilnstir.
Biyokimyasal reaksiyonlarin gercekébilmeleri icin mevcut hicre sinirlari icerisinde
katalizorlerin varlgl kacinilmazdir. Hicre icinde bulunan enzim gruplareydana
gelecek olan kimyasal reaksiyonlari belirler. Eneinm birden c¢cok hicresel
fonksiyonlari oldgu ve genelde toksin molekillere kawvicut savunmasinda etkili

olduklari bilinmektedir.

Canlilari olgturan biyomolekiiller kinetik yonden oldukc¢a karaduklarindan dolayi
kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler ve bu ylzderhtarede olgabilecek olan
tum kimyasal tepkimeler enzimler vasitasiyla gelegkilmektedir. Biyomolekullerin
kararhhgl su 6nemli sonucu ggamaktadir; hicre icinde enzimi olmayan bir reakniy
hemen hemen vuku bulmaz, kenglitiden reaksiyonlar meydana gelmez. Bunun anlami
enzimler protein yapisinda olglu ve DNA tarafindanifrelendigi icin, bir hiicredeki
tum olaylar DNA seviyesinde duzenlenip, kontrol lediktedir demektir. Buradan
enzimleri sadece katalizor 0Ozglli ile nitelemenin eksik bir tanimlama oldga
anlsgiimaktadir. Gercekten bu molekuller, bir hicreyigatlerinden farkh kilan
Ozelliklerine ait bilgilerin DNA’'dan aktariimasinien onemli araclaridir (Keha ve
Kifrevioglu 2004).



Bazi enzimler Kkatalizleme fonksiyonlarini yalniz of@in yapilariyla yerine
getirebilirken, bazilari ise protein yapisinda opana kofaktdr olarak adlandirilan
gruplara ihtiya¢ duyarlar. Kofaktér bir metal iyorfiMg*?, Fe? Zn™, vb.) olabildi
gibi koenzim denilen kompleks bir organik Bile de (NAD", FAD", Koenzim A)
olabilir. Bazen enzim aktivitesini gosterebilmegini her ikisine de ihtiya¢ duyabilir
(Onat 1996).

Katalitik olarak aktif olan enzim kofaktor kompleke haloenzim denir. Kofaktorsiiz
proteine apoprotein, enzime ise apoenzim denir {@886). Apoenzim katalitik olarak
inaktiftir. Kofaktorli enzimlerin, bu bigk veya metal iyonlarina kar farkli
derecelerde afiniteleri vardir. Cok defa bu kofaleibdiyaliz yoluyla uzaklgtirilabilir.
Fakat bazi enzim Kkofaktér @anmalari kovalent yapida veya diyalizle
uzaklgtirilamayacaksekilde siki bghdir. Bunlara prostetik grup denir. Kofaktori
kendisinden uzakfairilan enzim aktivitesini kaybeder (Lehninger 200Reha ve
Kufrevioglu 2004).

Cssitli organizmalar kendilerine has proteinlere sablguklari gibi, her hiicre tipi de
binlerce dgisik protein ihtiva etmektedir. Bunun yaninda protein biyolojik
fonksiyonlarini ancak uygun pH ve sicaklik agielda gercekligirebilirler. Bu
sebeplerden dolayr herhangi bir hiicre veya dokdmaproteini izole etmek oldukca
zor bir istir. Bu zorluklara rgmen simdiye kadar bircok protein saf olarak elde
edilmistir. Binin Uzerinde enzim kismen saflaulmis ve iki ylzden fazlasi saf kristal
halde elde edilmstir. Ayrica higbir enzimatik aktivite gostermeyenizferce protein
¢esitli kaynaklardan yuksek saflik derecesinde izotBlreistir. Proteinler G¢ boyutlu
yapilari, sicaklik, pH ve yilzey gerilimi gibi bidcofaktérden hizh birsekilde
etkilenerek kisa stirede enzim aktivitelerini kaydd@tinektedirler. Bu nedenle enzim

izolasyonu deneyleri oldukca dikkat gerektiren gaalardir.



Saflagtirma slemleri genelde enzimlerin;

1. Molekdl buyukliga,

2. Cozundarltkleri farkhliklarr,

3. Elektriksel yuk,

4. Adsorbsiyon davraglarindaki farkliliklari esasina gore gercekilimektedir
(Keha ve Kufreviglu 2004).

Bu tez camasinda, saffirma klemi icin spesifik ligand esasina dayanan afinite
kromatografisi kullanilmgtir. Bazi proteinler afinite kromatografisiyle @o kez bir
basamakta ¢cok kompleks kamlardan izole edilebilirler. Afinite kromatograifiir
cesit adsorpsiyon kromatografisi olup, satiailmasi istenen molekilin, matriks adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immiaeil edilmi bir komplementer
baglanma bilgigine (ligand) spesifik ve tersinir Bendgi bir tekniktir. Matriks olarak
Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli jeller &ailabilir. Kullanilacak ligandin
saflgtirilacak madde icin spesifik ve tersinir g@nma afinitesi olmalidir. Kicuk
ligandlari (enzim inhibitorleri gibi) dgrudan matrikse gamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda g@nan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay! kucik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Burumlarda uzanti kollari, etkili
baglanmayi kolaylatirmak icin matriksle ligand arasina sokulurlar Kée ve
Kufrevioglu 2004).
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Sekil 1.1. Afinite kromatografisi gosterimi

Enzimlerin aktivitelerini pozitif yonde etkileyenilésiklere aktivator adi verilir.
Genellikle enzim aktivatorleri kiiguk iyonlar veyazfa buyik olmayan molekullerdir.
Bunlar kofaktorlerin aksine kataliz olayina her zamkatiimazlar. Aktivatorleri iki
grupta toplamak mumkundur. Birinci gruptakiler seelesubstratla birkerek aktivator
rolii oynayan bilgikler. Ikinci gruptakiler ise serbest enzimle bjgeck aktivator roli

oynayan bilgiklerdir (G6zukara 1989).

Enzimlerin hem tn vivo” hem de in vitro” aktivitelerinin bazi bilgikler tarafindan
azaltimasi hatta yok edilmesi olayina “inhibisyoadi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere “inhibitor” denilir. Inhibitorler genellikle kiicik molekul kitlesine sahi
bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik inhibisyon, d&uimli ve dongimstz olmak

Uzere bgica iki sekilde siniflandirilir.

DonGsimsuz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla $oydnel grubu etkilenir.
Inhibitor, enzime ya kovalent olarak ghanir veya kompleks ofturur. Viax azalirken,

Kwu dezismeden kalir.



DonGsimsuz inhibisyonun aksine dd&iinlt inhibisyonda enzim ile inhibitor
etkilesmesi, bir denge tepkimegeklindedir. DOngimIu inhibisyon G¢ grupta incelenir.
Bunlar: yarsmali (kompetitif) inhibisyon, yagmasiz (nonkompetitif) inhibisyon ve yari
yarismall (unkompetitif) inhibisyondur. DogUMIU inhibisyonun en basit tipi yamali
inhibisyondur. Yamgmali inhibitér yapi itibariyle substrata benzer gazimin aktif
bblgesine bganir. Bbylece substratin enzime gtenmasi engellenmiolur. Fakat
substrat degimi artirilarak inhibisyon olayl ortadan kaldirilab Yani enzimin Vyax

degeri desismezken, K, deseri artar.

Yine dongumlu tip olan yagmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitor ve strat
enzim molekuline ayni anda ghanabilir. Bu durum bganmanin enzimin ayni
bdlgesine olmagini gosterir. Yagmasiz bir inhibitér, etkisini; bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini girerek gosterir. Burada substrat ve inhibit6r
arasinda yagma s6z konusu gédir. Substrat konsantrasyonu artiriimakla inhylois
ortadan kaldinlamaz. Enzimin \¥x deseri azalirken, Iy sabit kalir. Substrat ve
inhibitér, farkh bolgelere h#anabildginden enzimin iki cgt inaktif kompleksi

meydana gelir.

Bir baska donigumli inhibisyon tipi de yari yagmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢eidinde inhibitor serbest enzime g#lanamaz. Sadece enzim-substrat (ES)
kompleksine bglanir. Tek substrath sistemlerde yari warali inhibisyona nadir
rastlanir. Daha c¢ok birden fazla substrath enzimégn gecerlidir. Enzim-substrat-
inhibitor (ESI) kompleksi ortamda bulunaeadan yari yagmali inhibitérin varlginda
Vmax azalir. ESI kompleksinin ofumu vasitasiyla S kompleksi ortamdan surekli
cekilecginden enzim ve substrattan ES kompleksininswhou dengesini daha fazla

saga kaydirir ve ky deseri kuculur.

Bir hucredeki butiin kimyasal olaylardan sorumlunoknzimlerinsiiphesiz eritrosit
hicrelerinde de birgok 6nemli gorevleri vardir.téxsit hiicreleri ditan bir membranla
sarili, i¢ kisminda bulunarggeklindeki stroma ile hemoglobin 6rtulir. Bu hicreie

%50-60"1 protein, %10-12’si lipid ve geri kalan kisda sudur. Eritrosit membrani, Ure,



HCO; ve OH gibi bazi metabolitler icin gecirgen olup, NaCa? ve K" gibi baz
iyonlar ile inorganik fosfat aktif transportlastamaktadir (Shohet and Beutler 1986).

Eritrositlerin ana glevleri, oksijenin dokulara dgtilmasi ve doku metabolizmasi
tarafindan Uretilen karbondioksit ile protonlarmaklstiriimasina yardim etmektir. Bu
gorevi yerine getirebilmeleri icirgekillerini, igyapilarini ve membran aktivitelerini
koruyacak enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bu enerji mgitlerin tek yakiti olan glukozun
aerobik ve anaerobik glikolizi ile gercekieektedir. Eritrositlerdeki glukozun %90’

anaerobik glikoliz ile harcanir (Robert 2004).

Glutatyon (GSH) hemen hemen bitin canlilarda meeiclugu bilinen bir tripeptiddir.
Glutatyon iki peptid bg, iki karboksil grubu, bir amino grubu ve bir tiygrubu
icermektedir. Hidrofilik gruplarin fazla olmasi waolekll kitlesinin kiguk olmasi

glutatyonun sudaki ¢c6zinuginin artmasini gar (Kosower 1976).

Bitki, hayvan ve mikroorganizmalarinin hicre sitbewle bol miktarda bulunan
glutatyonun iki dnemliglevi vardir bunlardan birincisi hiicreden toksik atatlitleri
uzaklgtirmak dgeri ise indirgenmy formu sayesinde hicrelerdeki sulfhidril grubunun

devamhlgini s&lamaktir (Liebman and Greenberg 1988).

Alyuvarlarda glutatyonun indirgengiisekli (GSH), hemoglobin ve ger eritrosit
proteinlerinde bulunan sistein rezidulerini indinggis halde tutarak sulfhidril tamponu
gorevini gorur. Kirmizi kan hicrelerinde GSH/GSSGamn yaklaik 500°dir.
Indirgenm§ glutatyon, glutatyon peroksidaz enzimi katalizgiliide hidrojen peroksit
ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek antidkst etki gosterir (Keha ve
Kufrevioglu 2004).

Her ne kadar sakin bir yam suriyormguz gibi goziuksek de yamimiz siresince
potansiyel toksik bilgklere ya direk ya da besin zinciri yoluyla dolaglarak maruz
kalmaktayiz. Endustriyel yam, dgal yssamla birlikte birgcok zehirli molekil
olusturmaktadir. Orngin reaktif oksijen viicudumuzda normal oksijen metamasi



icerisinde uUretilmektedir. Bu tarz toksik cevreseftlar altinda ygamin devami igin
vicudumuzda detoksifikasyon sistemleri mevcuttuoksik molekiller DNA ve
proteinleri yok ederek sonucta hiicrenin ve metabwinin 6limine sebep olur. Bu
detoksifikasyon reaksiyonlari faz | ve faz Il olmékere ikiye ayrilmglardir. Faz |
reaksiyonlari yukseltgenme, indirgenme, hidrolibigieaksiyonlar ile substrata aktif
gruplar ekleyerek, faz Il konjugasyon reaksiyomarsubstrat hazirlar (Lee 2003). Faz
Il konjugasyon sisteminde yer alan en o©Onemli enzidén biri glutatyonS

transferazlardir.

Glutatyon Stransferaz (EC 2.5.1.18) metabolizmada, endojenekzojen kaynakli
olusan ksenobiyotiklerin uzakgariimasinda ¢ok dnemli bir role sahiptir (Boothal.
1961) Ksenobiyotiklerin ¢@u lipofiliktir ve kolayca absorbe edilebilirler. GS
izoenzimleri ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu veokularin oksidatif zarardan
korunmasi i¢in 6nemlidir. Bu enzimler; kemoterapl&clar, ¢cevresel karsinojenler,
endojen molekuller olmak tzere ksenobiyotiklerimigebir spektrumunu detoksifiye
ederler.  Ksenobiyotiklerin  enzimatik  detoksifikasyo 1l farkli  fazda
gerceklemektedir. Faz | ve Il lipofilik dgisimi icerir. Faz llI'de daha fazla suda
eriyebilen nonpolar ksenobiyotikler ve dolayisiglaha az toksik olan metabolitlerin
hicreler tarafindan daha kolay elemine edilmesglas. Genel olarak Faz I, sitokrom
P450 sistemi tarafindan katalizlenir. Faz Il enaml aktif hale getirilen
ksenobiyotiklerin indirgenmgiglutatyon, UDP-glukuronik asit veya glisin gibidmen

olarak suda eriyebilir substrata konjugasyonunalkaer.

Cogunlukla detoksifikasyonla sonuclanan faz 1l rea&siari arasinda glutatyonla
(GSH) konjugasyon, organizmaylr son derece reakiiéktefilik maddelerin
ataklarindan korur ve bu glutatyonun konjugasyaksg/onlarinin buyik kismi GST

enzimleri aracifityla gerceklemektedir (Awasthet al. 1980).

GST'In katalizledigi temel reaksiyon:
GSH + R-X — GSR + HX
seklindedir.



Enzimin ana fonksiyonu, glutatyon (GSH) ve substidtif bdlgesine bgayarak
birbirlerine yakinlgtirmak (Eaton and Bammler 1999) ve GSH Uzerindekidsil
grubunu aktive ederek GSH’un elektrofilik subsaattaksiyona girmesini gamaktir
(Armstrong 1997). Epoksit halka aciimalari, nukilofaromatik gecis reaksiyonlar,
B-doymamg aldehit ve ketonlara geri dogli micel eklenmeleri ve bazi peroksidaz
reaksiyonlart GST enzimlerince katalizlenen reatsigrdir (Eaton and Bammler
1999).

GST'ler her bir altbirim icin katalitik bolgeye sphglobular dimerik proteinlerdir. 23
kDa-29 kDa molekul kitlesine sahiptirler. Her bit &irim 200-240 aminoasitten
olusur. Her bir GST alt biriminin polipeptid zinciri &a b&layici bolgelerce birlgirilen
iki domainden olgur. N-terminal domain birp-tabaka ve Uca-heliks yapisinda
dizenlenmy asagl yukari 80 aminoasitten alan GSH'nin bglanma bdolgesi (G bdlgesi)
ve hidrofobik elektrofillerin bglanmalari igin olan H bdlgesinden einaktadir. C-
terminal domain kalan 5 veyaogheliks yapisindaki amino asitten ghoaktadir ( Tuna
2008).

Enzimlerin yapisini olgturan aminoasitlerin icefi oldukca 6nemlidirinsan ve sican
GST enzimlerinde, en fazla bulunan amino asitlpagg asit, glutamik asit ve 16sindir.
Triptofan ve sistein aminoasitleri ise, sicanda qikik miktarlarda bulunurken,
insanda hi¢ bulunmamaktadir (Fleisatral. 1976; Ba 2006).



Cizelge 1.1.GST enziminin aminoasit analizi (mol goaa) (Fleischret al. 1976; Ba
2006).

Amino Asit Adi Sican Insan Amino Asit Adi Sican Insan
Alanin 25 27 Losin 48 58
Arginin 22 23 Metionin 9 13
Aspartat 41 34 Prolin 21 21
Fenilalanin 19 18 Serin 19 20
Glisin 20 20 Tirozin 18 18
Glutamat 44 52 Treonin 12 6
Histidin 6 6 Triptofan 8 -
1z6losin 20 28 Valin 18 14
Lizin 35 44 Sistein 5 -

GSH'in elektrofilik bilesiklerle konjugasyonu enzim Uzerindeki G ve H olnialere iki

farkli bolge ile katalizlenmektedir. G bdlgesi G®i’ H bdlgesi ise elektrofilik
bilesiklerin bgglanma bolgesidir§ekil 1.2) (Aliyaet al. 2003). G bolgesi yiksek GSH

spesifitesi ile tim GST'lerde olduk¢a benzerdir. béllgesi ise GST' ler arasinda

oldukga farklidir. Enzimin subsrat glama kapasitesi ve gdili gi bu bolgenin

farkhligindan kaynaklanmaktadir (Armstrong 1997).

H
P Glu-Cys

G bilgesi / Gly

(-

Yo,

H-bslgesi

H-bolgesi

L’/’\ G-bolgesi

_

Sekil 1.2. Dimerik bir GST molekultntn iki aktif bolgesinin gi@rimi.
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GST'lerin enzimatiksievlerinin yani sira 6nemli olan ikinci bir goreige bazi endojen
ve ekzojen kaynakli maddeleri ( hem ve metaboijtiteroidler ve metabolitleri, ilaclar
ve anyonlar) katalitik olmayan vyolla glayarak bunlarin hicre ici gaimini
sgilamaktadir(Boyer andKenney 1985). Enzim lzerinde bu maddelerigldadigi
spesifik olmayan hidrofobik bir g&anma bolgesi vardir (Vessey and Boyer 1988).

Elektrofilik atgga kagl organizmanin savunucusu durumunda olan GST'mganizma
acisindan son derece faydali bu fonksiyonlarinasikarayni mekanizmayla
biyoaktivasyonun yanisira yol actiklar birska sorun vardir. Bu sorun GST’lerin
klinikte ¢oklu ilag rezistansi (Multidrug Resist@)colarak bilinen durumla olan
iliskileridir. Coklu ilag rezistansi gunimuizde kansedavisinde en buyik engeli
olusturmaktadir. GST'nin kazanilg rezistansla ikkisinin distndlmesi tumor
hicrelerinde GST Pi'nin st artmasindan kaynaklanmaktadir (Aligh al. 2003).
GST'yi baskilayan maddelerin ¢oklu ilag direncindkullanilabilecg 6ne
surulmektedir. Sonugta GST’ler kanser gelinde iki farkli role sahiptir. Birincisi
epoksitler gibi bglatici ajanlari inaktive ederek timor slumunu 6nlemek, ikincisi
kanser hicresinin kemoterapotiklere skarezistan hale gelmesine yardimci olarak

istenmeyen bigekilde kanser hicresine korumalsanasidir (Hayes and Pulford 1995).

Memeli GST’leri yedi sinifa ayrilir. Bu enzim silafindan be tanesi sitozolik, iki
tanesi ise membrana dalir. Sitozolik enzim siniflarinin 13 adet alt ibir
bulunmaktadir (Wormhuddt al. 1989; Carver and Hines 2008yn1 GST sinifindan
olan alt birimler kendi aralarinda dimer giurabilirken farkh sinifta bulunan alt
birimlerle dimer olgturamazlar (Carver and Hines 2002). Sitozolik G&Tdimerik
proteinlerdir ve her bir alt birimin tahmini molekikitlesi 25 kDa'dur. GST
proteinlerinin buyuk bir kismi karggrde bulunur ve toplam ¢6zinlr proteinin %3-
5'ini teskil eder (Seidegardnd Ekstrom 1997).
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Cizelge 1.2 Sitozolik GST siniflari, alt birimleri ve bulungu dokular

Sitozolik GST]| Sitozolik GST alt birimleri Bulundgu dokular

siniflari

Alfa GSTA1,GSTA2,GSTA3,GSTA4 Karacger, Bdbrek,

Beyin, Testis

MU GSTM1, GSTM2, GSTMS3| Karacger, Beyin, Testis
GSTM4, GSTM5

Pi GSTP1 Karager, Beyin, Testis

Teta GSTT1, GSTT2 Kargier

Sigma Dalak

Oksidasyon sisteminde yer olan pek ¢ok metabolikinede oldgu gibi GST'de de
bireyler arasi cgtlilik (polimorfizm) mevcuttur. Bu gen ailesindekigenetik
polimorfizm vicuda alinan zararli kimyasallarin klarmetabolize edilmesinin en
onemli nedenidir. Gstm1 polimorfik olarak ekspreser ve ¢ alleli vardir (Gstm1- 0,
Gstmla, Gstmlb). Gsttl lokusunda ise fonksiyonedratd iki farkli genotip
tanimlanmgtir. Birincisi homozigot bir delesyon sonucu meyadagelen Gsttl- 0'dir,
ikincisi ise bir ya da iki fonksiyonel alleli bulan genotiplerle uywan Gsttl- 1 dir.
Bunlarin dgsinda Gstpl'inde u¢ dgsik alleli vardir. Gstt veya Gstm’'nin homozigot
delesyonu (null genotip) bulunan bireylerde GSTivételsi ya azalmgtir ya da hig
yoktur, bu ylzden bu bireylerde elektrofilik karsjanlerin etkin olarak elimine
edilmesi mumkin daldir (Coughlin and Hall 2002).

Bu tez kapsaminda GST enzimi gOk#ég alabalik eritrositlerinden saffariimis,
karakterize edilngi ve enzim aktivitesi tizerine AgCr?, Ni*%, Mg, Mn*™? Cd? ve
Al metal iyonlari ile sefuroksim sodyum, ornidazahilasin stilfat, gentamisin siilfat,
metronidazol ve ampisilin sodyum antibiyotik ilagtan inhibisyon etkileri

incelenmgtir.

Metaller dgada bol miktarda bulunan ve g bozulmaya direncli elementlerdir.
Metaller jeolojik ve biyolojik yollarla dgada hareket ederler. ¥@aur sulari ile kayalar
ve maden yataklarindan c¢ozulerek akintilar ile ag@r nehirlere, denizlere ve

sedimente ukar. Biyolojik dongu ise bitki ve hayvanlar tarafexd metallerin biriktirilip
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besin zincirine katiimalarini kapsar. Ol canldagiirimesi ile tekrar cevreye katilirlar
(Donkinet al. 2000; Goyer and Clarkson 2001).

Canlilar icin hayati 6nemi sahip olan metallergmiadiizeyleri oldukca zararlidiinsan
metabolizmasi icin gerekli olmayan metallegtaabesinler olmak Uzere su veya hava
gibi yollarla viicuda alinarak bir "metal yukid" elumuna sebep olmaktadirlar. Bu
metallerden bazilari (aliminyum, titanyum, kromJaka kugun ve kadmiyum gibi)
yasam siresince vicutta birikerek 6nemli sorunlarastahabilmektedirler (Denizli
2008).

Metallerin toksik 6zellikleri tGzerine agarmalar son 20-25 yildir aktif bigekilde
devam etmektedir. Hemen hemen tim metaller belmii miktarin Gzerinde
alindiklarinda toksik etki yaparlar. Hatta metatlebtydk bir kismi, cok diiik
derisimlerde bile toksik etki yaptiklari icin ghk ve cevre acisindan ¢ok énemlidirler.
Bu adi gecen metaller As, Pb, Hg, Ked, Cr, Co, Ni, Be, Cu veMn'dir. Agir
metallerin zararsiz hale getirilmesingdatlgstiricilar kullanilir.Selatlgtiricinin istenen
faydayl s@lamasi; uygun metal Bain olsmasindaki ligand sayisiyla belirlenir
(Denizli 2008).

Agir metallerin toksisitesi; pH, sicaklik, ¢coztungraksijen, balgin buyudkligtine oranla
¢Ozeltinin hacmi, ¢ozeltide bulunan tanecikler weegik etki gibi parametrelere Bha
olarak dgisir. Suyun pH’si en 6nemli faktor olabilir. Tatlilsam deniz suyuna gore daha
az tamponlanmgtir. Agir metallerin destile ve yumak sularda, sert ve bazik sulara

gore daha toksik oldiw saniimaktadir (Mutluay ve Demirak 1996).

Fe, Ni, Cu, Zn, Co, gibi metaller iz metaller olarkilinir ve akuatik organizmalarin
yasamlarini sglikli bir sekilde surdurebilmeleri icin duk miktarlarda mutlaka
alinmalari gerekir. Hg, Cd, Pb, Ag gibi metallee mkuatik organizmalarin y@minda
veya metabolizmalarinda dnemli bir rol oynamayargele ditik dizeylerde bile toksik
etki gosteren metallerdir. Bu ytzden gunumuizdeliédelenzim aktivitelerini etkileyen
bu maddeler kullanilarak yapilan gatalar populeritesini korumaktad§gh 2007).
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1. Sefuroksim sodyum: Ikinci kusak sefalosporinlerdendir S€kil 1.3). Bu
antibiyotikler esas olarak solunum yolu enfeksiyomiin tedavisinde kullanilirlar.
Sefuroksim 6nemli hedef proteinleregnarak bakteri hiicre duvari sentezini inhibe
eder ve bu yolla bakterisid etki gosterir. Sefurk-laktamaz Uretenler dahil bir¢cok
gram-negatif ve gram-pozitif bakteri lizerinde bakid etkiye sahiptir. Ozellikle
plazmid aracifityla transfer edilen-laktamaz enzimine ker direnclidir (Kayaalp
2000).

GHs
O
NJ‘
| H H
O N\ = S
\ / | |
O o7 N = O\H/NHZ
O~ "0 Na’ ¥

Sekil 1.3. Sefuroksim sodyum molekulinin yapisal formuli

2. Amikasin Sulfat: Aminoglikozid grubu yari sentetik bir antibiyotikt(Sekil 1.4).
Dogal bir ilag olan kanamisin A'’dan agilleme suretigile edilir. Yapisi ile ilgili bu
Ozelligi nedeniyle; gentamisin, kanamisin ve tobramisihbi giogal aminoglikozidleri
inaktive eden bakteriyel enzimlere dayaniklidirbterndan dolaylr en genspektrumiu
aminoglikoziddir. Gram-pozitif ve gram-negatif midarganizmalarin gguna bakterisid

etki gbsteren bir antibiyotiktir (Kayaalp 2000).

Sekil 1.4. Amikasin sulfatin molektlinin yapisal formuli
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3. Gentamisin Silfat: Mikromonospora purpurea’dan elde edilir. Gercekitdibne

¢cok benzeyen ¢ gentamisin turinin gamndan olgan bir antibiyotiktir Sekil 1.5).

Aminoglikozid ilaclar icinde, amikasinden sonra ljpemu en geni ve antibakteriyel
etki glicu en fazla olanidir. Bakterisid etki yap@eellikle E.coli ve Aerobacter gibi
bakteriler ile Pseudomonas aeruginosa gibi gramatifepasiller ve penisiline ve
metisiline dayanikh staph aureuslari Gzerine etkil Kanda yaklaik %10 oraninda
alyuvarlara bglanir; bu nedenle anemik hastalarda kandaki serlgesttamisin

konsantrasyonu biraz daha yuksek olur (Kayaalp 2000

HZN'Jr.I
H
g e a1

HO, _i_ _NH, N
~ #4002 H'R2
0_.0"
NH,
aol ),
3 'OH 9

HiC |
NH 1]
H5C”

iy

Sekil 1.5. Gentamisin sulfat molekalinin yapisal formalt

4. Ornidazol: Metronidazol gibi nitroimidazol turevidir Sekil 1.6). Kimyasal
yapilarinin 0Ozellii nedeniyle metronidazoldan daha lipofiliktirler viearacgerde
enzimatik inaktivasyonlari daha yawa. Bakteri ve déer mikroorganizma hicrelerine
pasif difizyonla girerek duyarli bakteri DNA’sinaagtanip DNA sentezini inhibe

ederek mikrobiyal hiicre 6limune neden olur (Kay24ip0).

CH3
Nf),\N,\[GH
\_{w cl
o Yo

Sekil 1.6. Ornidazol molekulinin yapisal formuli



5. Metronidazol: Metronidazol bir nitroimidazol tdrevidirSekil 1.7). Bacteroides
fragilis ve Gardnerella vaginalis dahil anaerob tbalere ve Campylobacter fetus'a
karsi gucli antibakteriyel etki gosterir. Sayilan padonlara veya anaerob bakterilere

bagli infeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Kayaa2000).

CHq

N:‘J\N%’DH

Ni
o,
o’ o

Sekil 1.7. Metronidazol molekdltndn yapisal formalt

6. Ampisilin sodyum: Penisilin ¢ekirdgi olan 6-amino penisilanik asitten ttregtm
(Sekil 1.8). Kimyasal olarak, D(-x-aminobenzil penisilin sodyum tuzudur. Ampisilin
sodyum geni spektrum aragindaki -laktamaz tretenler dahil bircok gram-negatif ve
gram-pozitif bakteri Uzerinde bakterisid etkiye igain Bu bakterilere bg otit, sinlzit
ve diger yukari solunum yolu infeksiyonlari, ajger infeksiyonlari, gonokokal uretrit,

pelvis inflamatuvar hastal tedavisinde kullanilir (Kayaalp 2000).

Y2 gy HQ,0
Nﬁ,s CH; /E@GHE
mjoﬁ N\__><|:H3 D,—"’ N 4 ':Hj_
0 Na' 70" Na'
i 0 1L O |

Sekil 1.8. Ampisilin sodyum / sulbactam sodyum molekulintunigapformul
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2. KAYNAK OZETLER 1

Simdiye kadar suda yayan bircok canli tiriinde ve bitki dokularinda fagazimlerin
aktivitelerine bakilmy ve bazi enzimler igin de saftama, karakterizasyon ve kinetik
calsmalar yapilmy ve elde edilen sonuglar literatiirde rapor edilimi Ornezin,
multikatalitik proteinaz enzimi (MCP) kurBa gibi ses c¢ikaran balik manasina gelen ve
literatrde croaker fish olarak bilinen kah iskelet kasindan safkariimis ve enzimin
Ozellikleri incelenmgtir (Busconiet al. 1992). Bunun yani sira, karagoz padin iskelet
kasindan mitokondrial kreatin kinaz enzimi (MtCKaflsstiriimis ve karakterize
edilmistir (Grzyb and Skorkowski 2005). Ek olarak, bircddahk thriniun belirli
dokularinda proteaz enzimleri, gOklai alabalgl karacgerinden glutatyonS
transferaz, yengec¢ mitokondriyal aldehit dehidregeenzimi saflgtiriimis ve kinetik
Ozellikleri incelenmgtir (Fong and Ka-Fai Choy 2001; Rietlal. 2001; El-Beltagyet al.
2004; Ohkubeet al. 2004).

Ksenobiyotiklerin ¢@unlugu biyolojik olarak aktiftir ve canllarda fizyoldi
asamalarda dg&simlere sebep olmaktadirlar. Bunlarin bir kismidipghembranlarindan
gecebilen lipofilik bilgiklerdir ve canlilar bu taneciklerin vicuttan dalkalay
uzaklgmasini sglamak icin bunlari elektrofilik metobolitlerine dagtirmektedirler.
Lipofilik bilesiklerin polar metobolitlerine dosntiralmesi iki metabolik fazda
gercekleamektedir. Faz | reaksiyonlarinda tanecik yikselegek ya da indirgenerek (-
OH ve -COOH gibi) daha fonksiyonel gruplar gluruimaktadir. Ana tanecikten daha
hidrofilik olan bu metobolitler Faz 1l tepkimelede GSH gibi endojen bir subsratla
konjugasyonunu $dayan glutatyon S-transferaz enzimi araciigl ile vicuttan

atilimlari kolaylgtirmaktadirlar (loannides 2002).

Glutatyon Stransferaz enzim ailesi c¢ok sayida, farkh $Qkeerin GSH ile
konjugasyonunu gdamaktadir. Bunun nedeni non-spesifik hidrofobik bswat
baglanma bdlgesinin vagh ve cok sayida izoenzimin bulunmasidir. BoyleceTGS

karsinojenik bilgikleri, ¢evresel kirleticileri, ilaclari ve der bircok bilgigi substrat
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olarak kullanmaktadir. GST, her biri, elektrofil&ubstrat icin ve GSH igin birer
baglanma bolgesi tayan iki protein alt birimine sahiptir (Cnubbenal. 2001).

GST'ler ilk olarak sican karagerinde tanimlanmi ve daha sonra GST'nin farkli
subsrat spesifitelerine gore siniflandiriimasi agtir. GST'leri epoksit transferaz, aril
transferaz, alkil transferaz, alken transferaz valkd transferazseklinde be grup
altinda siniflandirmglardir (Bothet al. 1961;Boyland and Chasseaud 1969). Enzimin
bircok formunun saflgiriimasi ve bu formlarin yapisal 6zelliklerinincelenmesiyle, i¢
ice gecmy substrat spesifitelerinin ol@u anlgiimistir (Pabstet al. 1973; Askeltfet al.
1975). Bu sonuclagiginda enzimin siniflandiriimasinda proteinin enziknétellikleri
yerine fiziksel ve yapisal 0zellikleri esas aligtmi

GST alt birimleri birbirinden bamsiz alfa, mu, pi, teta, sigma olaraks kadt sinifa
ayrilmistir (Ketterer et al. 1993; Neuefiend 1997). Ancak daha sonra yapilan
argtirmalar bu enzim ailesinin delta, beta, tau, z&amlarinin da oldgunu
gostermgtir (Dixon et al. 2002). GSTnin alfa, pi ve mi formlar ilag
metabolizmasinda, sigma alt birimi ise prostoglandentezinde 6nemli rol oynar
(Rowsey et al. 2001). Zeta ve teta formlari hem bitkilerde hem ldayvanlarda
bulunurken tau ve pi formlari bitkiye spesifiktDikon et al. 2002).

Yapilan ¢gitli calismalarda GST'nin izoenzimlerinin farkpekilde siniflandiriimasina
rastlanmaktadir. Bu izoenzimler izoelektrik noktala gore asidik, bazik ve notral
olmalarina goére 3 sinifa ayrilghardir. Her bir izoenzim dimerik yapida olup mol
kutleleri sirasiyla 24,8, 26 ve 26,7 kDa olan aitinderden olgmustur. Ayrica
karacgerde doérdinci bir izoenzim olan mikrozomal GST mzi bulunmugtur
(TUken 1993).

Sonraki yapilan caimalarda GST enzimi, memelilerde, bdceklerde, baidd,
kuslarda, annelid, mollusk ve birgok mikroorganizmdddunmutur. En sik rastlangdi

dokular, bata karacger olmak Uzere, ince Basak, kalin bgirsak, bobrek, akger,
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meme, kas, dalak, testis ve plasenta gibi bircajamn sitozoli ve membraninda
bulundwgu rapor edilmgtir (Habiget al. 1974).

GST karagier, bébrek, ince ve kalin pasak, akcier ve meme gibi bircok organin
sitozolindeki proteinlerin %5 ini ojturmaktadir (Smitlet al. 1981; Haye®t al. 1989).
Bobrek; ksenobiyotiklerin ekstrasyonu ve detoksifikonunda 6nemli bir rol oynar ve
insan bobrginde GST'lerin anyonik izoenzimlerinin yanisirayatik izoenzimleri de
belirlenmitir (Shermaret al. 1983).

Glutatyon Stransferaz enzimi daha cok htcrelerin sitozol kmsta bulunmaktadir.
Ancak, son zamanlarda yapilan sginanalarda, karager hucrelerinin mikrozomal
kisminda da glutatyorStransferaz aktivitesine rastlargir. Bu kisimdaki enzim
mikrozomal membrana siki bgekilde bgl ve sitozolik formundan farkli 6zelliklere
sahiptir (Morgensteret al. 1988; Boyelet al. 1985).

Yapilan literatir argirmalarinda GST enzimi bircok organizmada saifidarak
karakterize edilngtir. Ornesin, Gadagbuiet al. (2000) kedi bafiinin bairsak
mukozasindan GST enzimini afinite kromatografise ilsaflgtirip karakterize
etmilerdir. Enzimi, glutatyon-agaroz afinite kolonuyl@7umol/ mg spesifik aktiviteye
sahip %87 verimle 100 kat saftamiglardir. Saflatirilan enzimin SDS-PAGE ile
molekdl kitlesi 26,7 kDa olan iki alt birimden glugunu (homodimer) belirlerglierdir.
Yaptiklart kinetik camalarda ise enzimin subsratlari olan GSH ve CDNB Ky

degerleri sirasiyla 0,19 mM ve 0,43 mM olarak beliikéerini rapor etmglerdir.

GoOkkusagl alabalik karagerinden GST enzimi afinite kromatografisi yonteraiyl
saflgtirilmis  ve saflgtirllan enzimin izoformlari SDS-PAGE ve HPLC ile
belirlenmitir. HPLC sonuclarina gére enzimin farkl izofomtan molektl kitleleri
yaklasik olarak 25,5 ve 23,0 kDa olgunu bildirmglerdir (Riol et al. 2001).

Glutatyon Stransferaz enzimi E.coli ekstraktlarindan %7,5imér yaklgik olarak
2.300 kat saflgiriimistir. Enzimin molekdl kiatlesi 45 kDa ve ikisealt birimden
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olustugu gorulmtir. Enzimin subsratlari olan CDNB ve GSH iginy Ksabitleri
sirasiyla 1,43 mM-0,33 mM olarak belirlerytim. Enzimin optimum pH dgeri 7,0,
optimum sicaklik dgeri 50C ve stabil oldgu pH deeri 5 ten 11 e kadar olan geir
pH aralgi olarak belirlenmitir (zukaet al. 1989).

Huanget al. (2008) bir balik tirt olan monopterus albus kai@enden GST enzimini
afinite kromatografisi ile saftaurip karakterize etngierdir. Enzimi, glutatyon- sepharoz
6B afinite kolonuyla 13,07umol/ mg spesifik aktiviteye sahip %14 verimle 308 k
saflatirmislardir. Saflgtirilan enzimin SDS - PAGE ile molekul kitlesi 2B& olan iki
alt birimden olgtugunu (homodimer) belirlerglierdir. Enzimin optimum pH’ sini 7,0-
7,5 arasinda, optimum sicakhi 45C olarak bulmsglardir. Yaptiklari kinetik
calismalarda ise enzimin subsratlari olan GSH ve CDNB kg, sabitleri sirasiyla 0,20
mM, 0,28 mM olarak Wax deserleri ise 7,57umol/ mg, 15,68umol/ mg olarak
belirlemilerdir.

Hamedet al. (2004) yapi# bir calsma da glutatyonS transferaz enzimi Tilapya
(Oreochromis niloticus) bainin karacgerinden glutatyon-sepharoz afinite kolonuyla
saflgtirilmistir. SDS- PAGE yardimiyla enzimin molekdl kitlesigb,460 kDa ve
enzimin optimum pH’'sint 8 olarak belirlegrerdir. Michaelis-Menten gradi
yardimiyla enzimin subsratlari olan GSH ve CDNBhi&iy sabitlerini yaklaik olarak
0,35 mM ve 0,42 mM bulduklarini rapor etherdir.

Kefal balgl karacgerinden anyon dgsim kromatografisi yardimiyla GST’nin 14
izoformu saflatiriimistir. Dimerik yapida bulunan her bir GST izoformunuatt
birimlerinin molekul kitleleri 23 ile 28 kDa olarddelirlenmitir (Barcenaet al. 1997).

Antiinflamatuvar ila¢ grubundan olan indometazirsrgan karager GST ve insan
eritrosit GST izozimleri Uzerinen vitro etkilerini incelemek igin yapilan caimalarda
bu ilacin sican karager GST Uzerine inhisyon etkisi yagti(Wu and Mathews 1983;
Nicholls and Ahokas 1984), ancak insan eritro®izimi olan pi aktivitesinde ise aga
neden oldgu rapor edilmgtir (Orhan 1994).
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Insan kan serumdan GST saffialarak karakterize edilngiir. Yapilan calgmada GST
enziminin optimum iyoniksiddeti 2mM potasyum fosfat tamponu, optimum pH &, 5
optimum sicakfii 65°C olarak belirlenmitir. Ayrica aktivite dlciimiinde kullanilan
subsratlari CDNB ve GSH icin \K ve Vnax deserleri sirasiyla 2,8 mM ve 0,43
nmol/min.mg; 4,11 mM ve 0,23 nmol/min.mg  proteirlarak belirlenmgtir
(Tarkanglu 2007).

GST enzimi Lactuca sativa'dan DEAE- sephacel vetatjon-sepharose kolon
kromatografisi ile %9,6 verimle yaklk olarak 403 kat saffaariimistir. Enzimin
molekdl kitlesi SDS-PAGE ile 23 kDa, jel filtrasy&nomatografisi ile yaklgk olrak
48 kDa olarak belirlenngiir (Hee-Joonget al. 2005).

Agir metaller, atiklarin bulungw ortamlarindaki baliklar Gzerinde, konsantrasyoni
bagli olarak toksik etki yaparlar. Bazigam metaller (krom, kadmiyum), besin
zincirleriyle girdikleri canli binyelerinden atiladiklari igin baliklarda fizyolojik
olarak birikime neden olurlar ve blnyede belirlnisi konsantrasyonlarinsgmasi
halinde toksik etki yaparlar ve hatta dlime nedkbibrler. Bu birikim baliklarin kan
parametrelerine de etki eder ve fizyolojik bozukéwk neden olur (Sehgal and Saxena
1986).

lizukaet al. (1989) E.coli GST enzim aktivitesi Uzerine bazitah&onlarinin etkilerini
incelemek icin yaptiklart bir camada, demir ve cinko iyonlarinin cok sdik
konsantrasyonlari bile enzimi inhibe ederken, kailsi, magnezyum, kobalt, mangan ve

nikel iyonlarinin ise inhibisyon etkisi yapmgadi gozlemlemglerdir.

Plasental glutatyor&transferaz (GST) enzimi zamaninda gam yapmg hastanin
plasentasindan alinarak glutatyon-agaroz affindéorku yardimiyla safldiriimistir.
GST+ 2.628 umol/mg dk spesifik aktivite ve % 0,5 verimle 16 lsaflgtiriimistir.
Enzimin substrati olan glutatyon (GSH ) icim ideseri 2 mM, Vinax degeri 11,1 EU/mg
dk; kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB ) iciny<deseri 0,55 mM, \hax deseri 35 EU/mg

dk olarak bulunmgtur. Saflgtirilan enzimin aktivitesi Uzerine ilaglarin etkig
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incelenmesi amaciyla yapilan gahalarda antibakteriyel bir ila¢ olan Ampisilinin,
enzim aktivitesini in vitro olarak %50-55 oraninoibe ettgi gozlenmgtir (Celik et
al. 2003).

Dogada biriken ve canlilardaza metal zehirlenmelerini ofturan Cd? ve M metal
iyonlarinin sigan karager GST enzim aktivitesi tzerine etkisi incelegtini CdCh (2,5
mgkg") ya da MnCl (2,0 mgkg) miktarlari tek doz olarak verilginde, enzim
aktivitesi bir glin sonra %36 oraninda g@ttapor edilmgtir (Casalinoet al. 2004).

Metal iyonlarininin vitro satlarda insan eritrositlerine etkilerini incelemigknh yapilan
bir calsmada Cf® metal iyonunun glutatyon peroksidaz enzim aktaiiteanlamli bir
sekilde artirirken glutatyon reduktaz aktivitesinzaimakta oldgu, glutatyon S
transferaz ve katalaz enzim aktivitelerinde isefaiklilik olusturmadgl bulunmutur
(Al-Mustafa 2006).

Orhan vd (1994) eritrosit GST aktivitesine Uzeradl@minyum, kugun ve kadmiyum
metallerininin vitro etkilerini incelemek icin yaptiklari bir caimada bu metallerin

yuksek konsantrasyonlarinin enzimde inhibisyonaneddigunu saptanglardir.

insan kan serumdan izole edilen GST enzim aktivitesiine Ctf, Hg"? ve Ni*> metal
iyonlarinin etkilerini incelemek icin yapilan bialgmada, bu metal iyonlarinin GST
enzimini inhibe ettikleri bildirilmgtir (Turkanglu 2007).

Detoksifikasyon enzim gen polimorfizmlerinin akuisemi etiyolojisindeki rollerini
aragtirmak amaciyla dizenlengnibir calsmada Gstml1 "null* allelinin akut I6semi
gelisiminde risk fakrord olgturdusu tespit edilmgtir (Sayitaslu vd. 2003; Altinpinar
2005). Turk toplumunda akger kanserli hastalar Gizerinde yapilan birsaraada ise
yine Gstml "null" allel frekansi incelengnive buna bgi olarak GSTM1 enzim
aktivitesinin olmadil bireylerde akdgier kanseri riskinin fazla old tespit edilmgtir
(Aras 2001; Altinpinar 2005).
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Menegonet al. (1998), GST polimorfizmi ve Parkinson hagtalarasindaki ikkiyi
incelemek icin yaptiklari ¢gimada, GST'in Parkinson hasfalpatojenezisinde 6nemli

rolindn olabilecgini bildirmislerdir.

Prostat kanserli hastalarda polimorfik GSTT1, GSTW1GSTP1 enzimleri ile hastalik
arasindaki igki incelendginde istatistiksel olarak anlamli bulgulara ylamamstir
(La Creiset al. 2003). Ayrica GSTT1 enzim aktivitesi olmayan blezge akcger
kanseri gelime riskinin t¢ kat fazla oldiw rapor edilmgtir (Hou et al. 2001).

Bazi elektrofilik bilgiklerin metabolitleri GST aktivitesini artirabiliya da azaltabilir.
Yapilan bir argtirmada Brombenzen ve karbontetraklorlr ratlaraulgmarak GST
aktivitesindeki  dgisiklikler incelenmitir. Uygulama sonrasi karagr GST
aktivitesinin azaldil, serum GST aktivitesinin ise agitibelirtiimistir. (Cetinkaya vd
1993). Baka bir calsmada,sifall bir bitki olan Thonningia sanguinea’dan izadilen
ve antioksidan bir madde olan thonningianin A (ThiA)itro olarak karagier sitozolik
GST ile etkilatirildi ginde kuvvetli inhibitor etkisi yap# tespit edilmgtir (Gyamfi et

al. 2004).

Carillo et al. (1995) hormonlarin GST enzim aktivitesi Uzerinekiletini
arggtirmiglardir. Sigcana insulin uygulamasi sonucu kaecsitozolik GST aktivitesinde
30 dakika gibi kisa bir stirede %56 sati mikrozomal GST aktivitesinde ise herhangi
bir degisiklige sebep olma@gh gozlemlenmitir. Glukagon hormonu enjeksiyonu,
karacger sitozolik GST aktivitesinde %43 azalmaya sebéyprken, mikrozomal

GST'yi etkilememitir.

lenfositi Gzerinde yaptiklari camada, GST-GSH miktarinin glanma ile azaldini
rapor etmglerdir (Bas 2006). Buna benzer i bir calymada, karager GST aktivitesi
ve yg arasinda ¢ok azda olsa negatif bigkilioldugu rapor edilmgtir (Temellini et al.
1995).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albimin, N;NW’-tetrametil etilendiamin

(TEMED), Sephadex G-100 Sigma Chemical Comp.'dewdysm hidroksit,

trinidroksimetilaminometan (Tris), sodyum klorirpdyum asetat, hidroklorik asit,
glisin, fosforik asit, sodyum azotir, gliserin, @asyum fosfat, potasyum bisfosfat,
potasyum asetat, potasyum Kklorur, etanol, metaasktik asit, sodyum asetat,
izopropanol E.Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metildnsakrilamid, coomassie brillant
blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil dil(8DS), agar, l-naftilamin,
amonyum persulfafi-merkaptoetanol; ¢gimada kullanilan antibiyotikler ise piyasadan

temin edilmstir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasindaagidaki alet ve cihazlardan faydalanikitni.

Masa santrifiju : MSE Mistral 2000

Sasutmali santrifij  : Heraeus Sepatech (Suprafuge 22)
Sasutmali santrifij  : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : CHE®S s.r.I. (Optimum-one/UV-VIS)
pH metre : Schott pH-Meter CG840

Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa  Ismatec

Karistirict (Shaker) : GFL 3025

Karistirici (Vorteks) : Fisons whirli-mixer

Hassas terazi : Gecavery (UK)
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Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice niaes)
Guc kayngi : 1-Bio Rad Power Pac 3000
Buzdolaplari . Arcelik

Derin dondurucu (-AC'ye kadar): Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-8&'ye kadar): Sanyo Ultra Low
Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf gg/@hize sudur.

3.1.3. GST enziminin afinite kolonunda kullanilan ¢zeltiler ve hazirlanmalari

1. 10 mM KHPO, ve 150 mM NaCl, pH:7,4 (Kolonun dengelenmesi vketlanmesi
icin kullanilan tampon): 0,4 g KiPO, (3 mmol) ve 2,61 g NaCl (45 mmol) alinarak
250 ml suda ¢ozulup pH:7,4’e getirildikten sonratde su ile 300 ml'ye tamamlandi.

2. 10 mM KH,PO/0,1 M KCI, pH:8,0 (Numune kolona uygulandiktan somfinite
kolonunun yikanmasi icin kullanilan tampon): 1,3Kk.PO, (0,01 mol) ve 7,45 g KCI
(0,2 mol) kargiminin hacmi destile su ile 800 ml'ye tamamlanip pk:8,0'e

ayarlandiktan sonra toplam hacim destile su ilgfeltamamlandi.

3. 10 mM KH,PQO/0,1 M KCI, pH:5,0 (Numune kolona uygulandiktan isomfinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 1,38id4.PO, (0,1 mol) ve 7,45 g KCI
(0,1 mol) kargiminin hacmi destile su ile 800 ml'ye tamamlanip pkE:5,0'e

ayarlandiktan sonra toplam hacim destile su iléyg kamamlandi.

4.50 mM Tris-HCI Cozeltisi, pH:9,5: 9,082 g Tris (Admol) alinarak 1,450 L saf suda
cbzulip ve pH:9,5e ayarlandiktan sonra toplam rhadilestile su ilel,5 L'ye

tamamlandi.
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5.5 mM GSH Cozeltisi: 0,01229 g GSH'In 20 ml, 50 mMis-HCI icerisinde

¢cbzinmesiyle hazirlandi.

6. 1,4 mM 2- merkaptoetanol iceren 50 mM Tris-HCI¥@5 mM, 5 mM ve 10 mM
GSH cozeltisi, pH:9,5 (Afinite jeline tutunan gltgan Stransferaz enziminin elisyonu
icin kullanilan tampon) 50 mM Tris- HCI ¢Ozeltigerisinde kati olarak GSH ¢ozulerek
10 mM’ ik GSH c¢obzeltisi hazirlandiktan sonra 3t&ipolwan gradient olgturuldu ve

disUk konsantrasyondan flanarak sirayla afinite kolonuna uygulanip eltaland!.

7. Borat Tamponu: 0,1 M #0O; ve 0,5 M NaCl, pH:8,5 (Afinite kolonunun
rejenerasyonu icin kullanilan tampon): 0,31 gBBs; (5 mmol) ve 1,46 g NacCl
(25mmol) alinarak 40 ml saf su da ¢ozulip, pH:8d&yarlandiktan sonra hacim destile

su ile 50 ml'ye tamamlandi.

8. Asetat Tamponu: 0,1 M NaGHOO ve 0,5 M NaCl, pH:4,5 ( Afinite kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon): 0,41 g NgCBO (5 mmol) ve 1,46 g NaCl (25
mmol) alinarak 40 ml saf su da ¢ozulip pH:4,5erlayaliktan sonra hacim destile su

ile 50 ml'ye tamamlandi.

9. %0,02 NaN c¢ozeltisi (Kromatogrofi kolon materyallerini bakterden korumak icin
kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaiNalinarak saf suda ¢ozulip ve hacmi yine destildesu
100 ml'ye tamamlandi.

3.1.4. Eritrositlerin yikanmasi sirasinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,154 M NacCl: 9,009 g NaCl (0,154 mol) alinarak rhaalestile su ile 1 L'ye

tamamlandi.

2.0,16 M KCI: 11,92 g KCI (0,16 mol) alinarak desshe ile hacmi 1 L'ye tamamlandi.
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3.1.5. GST Enziminin aktivite 6lcimunde kullanilan¢ozeltiler

1. 0,5 M KH,POy (pH:7,4): 13,61 g KpEPOy (0,1 mol) tartilarak 180 ml saf su
icerisinde c¢ozulerek pH:7,4'e ayarlandi ve toplaracim saf su ile 200 ml'ye

tamamlandi.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 122,9 mg indirgenymglutatyon (0,4 mmol) alinarak bir
miktar saf suda ¢6zuldu ve hacim su ile 20 ml'yadanlandi.

3.25 mM CDNB Cozeltisi: 101,3 mg 1-kloro 2,4 dinitertzen (0,5mmol) alinarak bir
miktar %95’lik etanol c¢ozeltisi icerisinde c¢ozildie hacmi etanol ile 20 mlye

tamamlandi.

3.1.6. Elektroforez igin kullanilan ¢ozeltiler

1.1 M Tris-HCI (pH:8,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) alna& 80 ml suda ¢ozulip pH:8,8'e

ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 10§ertamamlandi.

2.1 M Tris-HCI (pH:6,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) alna& 80 ml suda ¢ozuldl pH:6,8'e
ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 10Qerthmamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid c¢tzeltisi: 15 g @dlmid ve 0,4 g bisakrilamid,

34,6 ml saf su icerisinde ¢tzllerek toplam hacifregale 50 ml'ye tamamlandi.

4.%10’luk SDS c¢Ozeltisi: 1 g sodyum dodesil sulfanBsaf su igerisinde ¢ozilerek 10

ml hazirlandi.

5. %10’luk amonyum persilfat ¢ozeltisi: 1g amonyumspéfat alinarak, 9 ml saf suda

cozillerek hazirlandi.
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6. Yurutme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,5dligin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda c¢ozulecektir. %10’luk SDS’den 5 ml ilaveileek pH:8,3’e ayarlanip son

hacim saf su ile 500 ml'ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH:6,8)’den 0,65 n#g10’luk SDS’den 1
mI%2100’luk gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimolamisinden 1 ml alinarak saf su ile
hacim 10 ml'ye tamamlanacaktir. Bu tampona kullaadan 6énce 95Q1 numuneye
karsilik 50 ul B-merkapto etanol ilave edildi.

8. Sabitlatirme c¢ozeltisi: Jel de ydriutiulen proteinleri ségiirmek amaciyla %50

izopropanol, %40 su ve %10 TCA iceren bir kiani hazirlandi.

9. Jel boyama c¢ozeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su venilGasetik asit icerisinde 0,1 g

Coomassie Brillant Blue R-250 ¢dzulerek hazirlandi.

10. Jel yikama c¢ozeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su vemlDasetik asit kagtirilarak

hazirlandi.

3.2. YOntem

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin gesinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmak&elyel 1968). Bu metod
yardimiyla kromatografi slemlerinde fraksiyon toplayicisi yardimiylgite hacimde

alinan butin fraksiyonlarda kalitatif protein tayiyapildi. Fraksiyonlar kuvarz

kuvetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometkgnte kagi okundu.
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3.2.1.b. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflgirilan enzim c¢ozeltisi ve hemolizattaki protein
miktarlari bu yontemle bulundu. Bu yéntem, proteteemassie brillant blue G-250nin
baglanmasi esasina dayanir. €do kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin @anmasi c¢ok hizli gafir. Protein-boya kompleksi
cOzeltilerde uzun sure kalir. Bu yontemin hassaisis 00 pg arasindadir (Bradford
1976).

Tayin islemlerindesu prosedur takip edildi: 1 ml'sinde 1 mg proteitivh eden standart
sigir albimin ¢ozeltisinden tuplere 10, 20, 30, 40, 60, 70, 80, 90 ve 100l alindi.
Saf su ile tim tdplerin hacmi 0,1 ml'ye tamamlanel 5 ml renklendirme reaktifi
tuplere ilave edilip vorteks ile katirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mllik
kivetlerde kore kar absorbans dgerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5
ml renklendirme reaktifinden odan kargim kullanildi ve absorbans glerlerine kagilik
gelen ug protein dgerleri standart grafik haline getirildi. Proteinyitai yapilan

numuneler icin ayni yontem uygulandi ve standafikgen miktar tayini yapildi.

3.2.2. GlutatyonS-transferaz aktivitesi tayini

GlutatyonStransferaz (GST) enzimi bir glutatyon molekult e aromatik elektrofilin
konjugasyonunu katalizler. En c¢ok kullanilan arakatlektrofil 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen’dir. Bu substratin kullaniimasiylaugan dinitrobenzenS-glutatyon
(DNB-SG) drint 340 nm'de maksimum absorbans gas{8ekil 3.1). Boylece bu
dalga boyundaki absorbans giridan yararlanilarak aktivite dlcimu yapilabilinzRle
bu dlciim metoduna goére gahalarimizda aktivite dlcimuni gergegtiedik.
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Gs, ,Cl SG
NO, GSH,GST g NO, cr NO,
< = —_—
NO, NO,

Sekil 3.1. Spektrofotometrik olarak GST enziminin aktivitesinbelirlenmesinde
kullanilan dGrtindn olgum mekanizmasi (Habdoesal. 2002)

Cl

NO,

GSH'In yoklugunda, CDNB hizh birekilde glutatyonStransferazi inaktive eder. Bu
sebepten dolayr CDNB ile reaksiyonulaimamak gerekir.

Aktivite olcima igin toplam hacim 1ml olacalekilde karsim hazirlandi. Bunun igin
kor olarak hazirlanan kivete 0,5 M 2(iDfosfat tamponu (KHPOy/KH,PO, pH:7,4)
25 mM 20ul %95'lik CDNB (etanol icerisinde), 20 mM 50 GSH ve 730ul saf su
ilave edildi. Aktivite dlcimi yapilan kivetlere i€e5 M 200 pul (KoHPOW/KHoPO,
pH:7,4) 25 mM 20pl %95'lik CDNB (etanol icerisinde). Ug¢ dakika inkigyon
yapildiktan sonra 20 mM 50l GSH katilarak iyice kagtinldi. Daha sonra 5@l 'lik
enzim numunesi hizli bigekilde ilave edildikten sonra kivet spektrofotorage
yerlestirilip okuma balatildi. Kronometre kullanilarak bkiangicta ve dakikada bir
olmak Uzere U¢ dakika suresince absorbagertkyi olculip kaydedildi (Habigt al.
1974).

Bir Enzim Unitesi: Bir dakikada, 28C’de ve pH 7,4de fmol substrati Uriine

donistiren enzim aktivitesi olarak tanimlanir.

Enzim Unitesi hesaplanirkegagidaki formal kullanildi.
EU = (A0D/9,6) x (V;/Vg) X SF

EU: 1 ml'deki enzim unitesi
AOD: Bir dakikadaki absorbans glgimi
9,6: Ekstinksiyon katsayisi (1 mM DNB-SG’nin giurdusu absorbans geri)
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V+: Olgimiin yapildi kiivetin toplam hacmi
Ve: Olgum yapilan kiivete ilave edilen enzim numuniesimcmi

SF: Seyreltme faktoru (seyreltilen érnekler icinl&ailir)

3.2.3. GST Enzimi icin afinite jelinin hazirlanmasi

Enzim saflatirmada en cok kullanilan ve bizim de kullafichiz yontem afinite
kromatografisi yontemidir. Bu amacla 10 ml'lik y&tadacmi icin 1 g kuru glutatyon-
agarose tozu tartilarak, 200 ml saf su ile kati aesetin uzaklgtiriimasi icin birkac
defa yikandi. Yikama esnasinda g&lirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trombu
kullanilarak vakum ile alindiktan sonra dengelearagonu (0,05 M K-fosfat pH:7,4, 1
mM EDTA ve 1 mM DTT) ilave edilerek jel sispansdl@didStispanse edilmijel, 1x10
cm’lik kapal sistemden odan s@utmali kolona paketlendi. Jel c¢oktikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponuyilkandi. Kolonun dengelengi
oldugu eluat ile tamponun absorbanslarinin ve pH’lariegilenmesinden aniadi.
Boylece afinite kolonu hazirlangoldu (Guverciret al. 2008; Toribioet al. 1996).

3.2.4. Gokkwagl alabalik eritrositlerinden GST'nin saflastiriimasi

3.2.4.a. Kan temini ve hemolizat hazirlanmasi

GoOkkusagl alabalik kani, Atatirk Universitesi Ziraat Falkddit Su Urinleri Bolumi
alabalik Uretim tesislerindeki @&kl baliklardan alindi ve yeterince antikoagulant
madde ihtiva eden kan torbasina koyuldu. Buz igexisy/erlatirilerek laboratuara
getirilen kanlar hemen calldi. Alinan taze balik kani santrifij tiplerineykarak, 15
dakika 2500xg’'de santriflij edildi. Santrifijden grkan ttplerin Ust kisminda bulunan
plazma ve lokosit tabakasi damlalikla dikkatli kekilde alinarak atildi. Tuplerin
altinda kalan eritrosit peleti ise 0,154 M NaCl eiizi ile U¢ defa yikandi ve her
defasinda 2500xg’de 15 dakika santriftij edildi. €eletilen eritrositler hacimlerinin 5
kati kadar buzlu hemoliz ¢ozeltisi ile hemoliz edilHemolizat igerisinde bulunan
eritrosit pelleti hiicre zarlarini uzakfarmak amaciyla +%’de 15 000xg’de 30 dakika
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santriftj edildi. Ust kisimda bulunan hemolizat,nsaki calsmalarda kullaniimak
amaciyla damlalik ile dikkatli bir bicimde alindskt sonra ¢oken kisim uzaidiauldi.
Sonucta hemolizat hazirlangroldu. (Hunaiti and Soud 2000).

3.2.4.b. Hemolizattaki enzimin afinite kromotografsi ile saflastiriimasi

Onceden hazirlanguolan hemolizat dgrudan glutatyon-agaroz afinite kolonuna
uygulandi. Bunu takiben kolondan 10 mM B0, ve 0,1M KCI, pH:8 gecirilerek
yikandi. Bu yikama, spektrofotometrede takip edkesbsorbans gerlerinin kore git
olmasiyla belirlendi. Kolon dengelendikten sonradijentli elisyon yapilarak enzim
saflastirildi. Elusyon ¢ozeltisi 50 mM Tris-HCI ve (1,2% mM GSH, pH:9,5) iceren
cOzeltinin gradientinden ojturuldu. Fraksiyon toplayici yardimiyla eltatlas Iml
halinde tiuplere alindi ve 340 nm’deki absorbanstarbakildi. Peristaltik pompa
vasitasiyla kolonun akhizi 20 ml/saat’e ayarlandi (Toribébal. 1996).

3.2.5. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enan safliginin kontroli

Enzim saflatirlldiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsulfadliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore apk enzimin saflik derecesi
kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun icin elektroforez plakalari 6nce su ile soatkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik okturucu bir plaka ile duz bir plaka Ust Uste getinelk kiskaclarla
tutturuldu. Sabitlgtirilen plakalar, icerisinde sizdirmayi 6nleyen génihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli handll ve enjektorle plakalarin arasina
ust kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruliki.saat jelin donmasi beklendi, ayirma
jelinin katilsstigindan emin olunduktan sonrgggna jeli hazirlandi. Jelin Ust kismindaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin ghasi icin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilamasi beklenirken islatilgisiizge¢ k@di sistemin
Uzerine kapatildi ve kurumasi Onlendi.giia jeli katilgtiktan sonra tarak dikkatlice

cikartilarak numune kuyulari belirlendi. Once saf sonra da yiriitme tamponuyla
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yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tana yerlatirildi. Elektroforez tankinin
alt ve tst kismina yuritme tamponu dolduruldu. Ena@rnekleri yaklgik 20 pg protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 ul olacgdkilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. Ug¢ dakika kaynar su banyosundaibiekedildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, ust taraftsn () katot yerlgirildi. Once 80 voltta
20 dakika yuratulda ve drnek ayirma jeline kaddipgg gildi. Sonra gerilim 100 volt'a
cikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelnmeskadar yarataldd. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol maxasdimiyla anlaldi. Yurutme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar ardsii jel dikkatlice cikarildi ve
sabitlatirme c¢ozeltisine konuldu. Sabifleme c¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel,
cikarilarak boyama c¢ozeltisine konuldu ve calkaayizerinde 2 saat bekletildi. Jel
boyandiktan sonra cikarilarak yilkama ¢ozeltisineukdu. Rengi acilip, protein bantlari

belirginlesene kadar calkalayicida yikanan jel ¢ikarilarakgfi cekildi Sekil 4.2)

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI pH:8,8, 4,4 mI3®luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %0,1'lik SDS, 0,13 ml %k’ TEMED (N,N, N’,N'-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf su kanldi. Bu kargimin Gzerine en son
olarak 0,27 ml %5’lik PER [amonyum persiilfat, (N§$,Og] eklendi.

Yigma jelisoyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH:6,8, 0,44 %30’luk Akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1’lik SDS, 0,03 ml WS TEMED ve 2,45 ml saf su

karistirlldi. Bu karsimin tGizerine en son olarak 0,07 ml %5’lik PER e#lien

3.2.6. Sodyum dodesilsulfat-poliakrilamid jel elektoforezi (SDS-PAGE) ile
gOkkusag! alabalik eritrosit GST enziminin molekul kttlesi tayini

Laemmli (1970), metoduna gore molekil kitlesi tayn sekilde yapildi; standart
protein olarak, tayan fosforilazi B 97 kDa, §ir serum albumini 66 kDa, ovalbumini 45
kDa, sgir eritrosit karbonik anhidrazi 29 kDa kullanildsokkusagl alabalik eritrosit
icin gerceklatirilen elektroforez glemlerinden sonra standart proteinlerindegerleri

hesaplanarak log MR; standart grafikleri cizildi. Daha sonra balik esgitlerinden
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elde edilen GST enziminin{RIezeri hesaplandi ve standart grafikte yerine konklara
gOkkwagl alabalik eritrosit GST enziminin log &1 belirlendi. Bu dgerlerin

antilogaritmasi alinarak numunenin molekil kittespit edildi.

Proteinlerin Rdezerleri;
Xe

Xboya

R¢

formalu kullanilarak belirlendi.

Xe = Proteinin yuriime mesafesjga = Boyanin yurime mesafesi

3.2.7. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografiskolonunun hazirlanmasi ve
gOkkusagl alabaligl eritrositlerinden saflastirlan GST enziminin dogal halinin

molekdl kitlesinin tayini

Jel filtrasyon kromatografisi ile molekdl kutlelenn tayini icin 40 ml yatak hacmi elde
etmek icin 3 g Sephadex G-100, 150 ml saf su igimedi. 99C’de su banyosunda
bekletilerek polimer materyal (Sephadex G-1€@iildi. Sisirilmis materyalin icindeki
hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaktaldi. Sisirilmis ve havasi uzak$ariimig
polimer materyali 50 mM’lik Tris-HCI/100 mM KCI (pH,5) olan tamponuyla dolu
kolona, icinde hava kabapel kalmayacak sekilde paketlenerek ayni tamponla
dengelemesiemi yapildi. Kolonun dengelengini tespit etmek icin, Ustten ilave edilen
tamponla alttan alinan tamponun pH ve 280 nm’deordlass dgerleri araliklarla
Olculdu ve bu dger ayni oluncaya kadar dengelengkernine devam edildi. Kolonun

akis hiz1 10-15 ml/saat olarak ayarlandi.

Gokkusag alabalik Oncorhynchus mykiss) eritrositlerinden safkdirilan GST enziminin
molekul kutlesi tayininde kullanilacak olan startd@rafigi elde edebilmek igin
kolondan 6nce standart proteinler gegcirildi. Stahdéarak, blue dekstran; 2.000 kDa,
B-amilaz; 200 kDa, maya alkol dehidrogenaz; 150 ldiar, eritrosit karbonik anhidraz;
29 kDa, sitokrom c; 12 kDa standart proteinler aym kolona uygulandi. Daha sonra

numune jel filtrasyon kolonuna uygulandi (Keha #idirevioglu 2004).
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Elusyon hacmi i¢in dengelenen kolonun, jel Gzerkndempon c¢ozeltisi jel seviyesine
indirildi. Kolona her bir protein ¢odzeltisinden 2| rtatbik edildi. Kolona uygulanan
protein c¢ozeltisi jel tarafindan tamamen emildik®mra Gzerine birka¢c ml ellisyon
tamponu %10’luk gliserinli 50 mM’lik Tris-HCI/100 M KCI (pH:7,5) ilave edilerek
tekrar jele emdirildi. Daha sonra kolonun Ustl dis tamponuyla doldurularak,
eluatlar 1’er ml olacakekilde tiplere toplandi. Elisyon tamponu kér olakakanildi
ve toplanan elUatlarin 280 nm’de absorbanslarilételd kaydedildi. Elisyorslemine
280 nm’deki absorbans gexleri sifirlanincaya kadar devam edildi. 280nm’de
absorbans gosteren tuplerde aktivite dlgtimleri lgap280 nm’de kalitatif dlguim igin
alinan absorbans gerleri tip sayisina kar grafige gecirildi. Daha sonra enzimin
molekdl kutlesini belirlemek icin her bir proteigim ayri ayri K, degerleri ve Log M
degerleri hesaplandi. Log MK,y grafigi bilgisayarda excel programi yardimiyla cizildi.
Son olarak gokkgagl alabalgl eritrositlerinden elde edilen glutatyo®transferaz
enziminin K, deserleri belirlenerek grafik vasitasiyla enzimingdb halinin molekul

kitlesi hesaplandi.

Asagidaki formil kullanilarak Ik, degeri hesaplandi ve Log MK, grafigi cizildi.
Ve - Vo
Vt - Vo

Kav =

Vo= Void hacim, \{= Eltisyon hacmi, ¥ Kolon yatak hacmi



35

3.3. Gokkusagl Alabalik Eritrositlerinden Saflastirilan GST Enzimiyle Tlgili
Karakterizasyon Calismalari

3.3.1. Optimum pH’nin belirlenmesi

GoOkkusag! alabalik eritrosit GST enziminin optimum pH’stelirlemek icin pH’s1 5,0,
55 6,0, 6,5, 7,0, 7,3, 7.5 ve 8,0 olan fosfat tantgri hazirlandi. Her bir tampon ile

enzim aktivite dlcimleri yapildi.

3.3.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesi

GoOkkusag! alabalik eritrosit GST enziminin optimum aktivigésterdgi iyonik siddetin
belirlenmesi icin 0,01M, 0,02M, 0,04M, 0,06M, 0,08811M, 0,12M, 0,14M, 0,16M,
0,18M ve 0,2M fosfat tamponlar hazirlandi. Bu ¢bilegin pH deserleri optimal pH

olan 7,3’e ayarlanarak her bir ¢cozelti icin ak&vilcimleri yapildi.

3.3.3. Optimum sicaklgin belirlenmesi

GoOkkusagl alabalik eritrosit GST enziminin optimum sicgkin belirlemek igin
elektronik 1sitmali sgutmali su banyosu kullanildi. Optimum sicaklik behirken
optimum pH ve optimum iyonikiddete sahip ¢ozeltiler hazirlandi. Aktivite 6l¢iim
icin gerekli olan tampon ve substratlari ihtiva mdarsim kivet icerisinde istenilen
sicaklga ayarlanmy olan su banyosunda bekletildi. Cikargisida enzim pipetlenerek
hemen okuma yapildi ve su banyosuna tekrar kon@ftii.ile 7°C arasinda ve her

10°C de bir busekilde aktivite dlctimleri yapild.

3.3.4. Stabil pH’nin belirlenmesi

GoOkkusagl alabalik eritrosit GST enziminin stabil olglu pH'nin belirlenmesi igin
uygun fosfat tamponunun pH ggxleri 5,3, 5,8, 6,3, 6,8 7,3 ve 7,8 olan ¢Ozeitile
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hazirlandi. Hazirlanan bu coOzeltilerden 4@0alinarak Gzerine yine 40Ql enzim
cozeltisi ilave edilerek ependorf tiiplerine konullkpokuma yapildiktan sonra $@ 'de
korunarak her gun bir okuma yapildi. Aktivite oldénmmde optimum pH ve iyonik

siddete sahip tamponlar kullanildi.

3.3.5. GoOkkwag! alabalik eritrosit GST enziminin substratlari i¢cin Ky ve Vpyax

degerlerinin bulunmasina ait ¢calismalar

GoOkkuwsagl alabalik eritrosit glutatyonStransferaz enziminin GSH ve CDNB
substratlar icin Iy ve Vmax degerlerini tespit etmek icin (ImM) sabit GSH
konsantrasyonunda 5farkli CDNB konsantrasyonu @®j021, 0,05 mM, 0,075 mM,
0,1 mM ve 0,125 mM) ile aktivite dlcimu yapildi.d€l edilen sonuclara gére 1/V-
1/[CDNBJ] Lineweaver-Burk gra#i cizildi. Bu grafik yardimi ile CDNB icin If, ve
Vmax degerleri belirlendi. Yine ayngekilde (0,5 mM) sabit CDNB konsantrasyonunda
GSH'In 5 farkli konsantrasyonu (0,02 mM, 0,04 mN)@mM, 0,08 mM, 0,1mM) ile
aktivite olcumleri yapilarak ve 1/[GSH]-1/V graficizildi. Bu grafikten de GSH igin

Kwm Ve Vinax degerleri hesaplandi.

3.4. Gokkusagl Alabalik Eritrosit GST Enziminin Aktivitesi Uzeri ne Bazi
Antibiyotik Ve Metal iyonlarinin in Vitro Etkilerinin incelenmesi

Inhibitor calsmalariyla ilgili farkli inhibitér konsantrasyonundaktivite 6lglimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren antibiyotik veetal iyonlari belirlendi. Bu
maddelerden inhibisyon etkisi ytksek olanlarin %ke-[I] grafikleri cizildi, egri
denkleminden 16 deserleri hesaplandi. Bu maddelerin; Ideserlerini belirlemek
amaciyla gokkgeg alabalik eritrositlerinden safflarilan GST enzim aktivitesini yariya
diUsUren antibiyotik ve metal iyonu konsantrasyonubiledeserin altinda ve tstinde iki
sabit inhibitdr konsantrasyonlarinda uyguns mibstrat konsantrasyonu ile aktivite
Olcimleri yapildi. Cabmalarda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu stikelti
kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edildaserlerle her bir inhibitdr icin

Lineweaver-Burk grafikleri cizildi.
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Grafik denkleminde yagmali inhibisyon icin

Km'= Km/(1+[I]/Ki) ifadesinden, yagmasiz ve vyarl yagymali inhibisyon icin

Vina=V' mad (L+[1J/Ki) formiiliinden yararlanilarak Kdezerleri belirlendi.

Cizelge 3.1.Gokkwagl alabalik eritrositlerinden saffiarilan GST enzimi Uzerinde amikasin
silfatin 1G degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerinkwarlar ve bunlara kanik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kivetteki
KH,PO, Substrat (ul) _ o subsrat kons. Kuyet_t?kl Toplam
Enzim | Sd su | Inhibitor (mM) inhibitor .
(10mM) hacim
(CCURN (Y (Hl) kons.
(u CDNB GSH cong | ash (mM) (u
(25mM) | (20mM)
200 20 50 50 680 - 0,5 1 - 100(
200 20 50 50 674 6,25 0,5 1 2 100p
200 20 50 50 668 12,5 0,5 1 4 100p
200 20 50 50 655 25 0,5 1 8 100p
200 20 50 50 630 50 0,5 1 16 100p
200 20 50 50 605 75 0,5 1 24 100p

Cizelge 3.2.Gokkusagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi Uzerinde sefuroksim
sodyumun IGydegerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerinktarlar ve bunlara karik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kivetteki
Substrat (ul) subsrat kons. | Kivetteki
KHoPO, Enzim | Saf su| inhibitor (mM) inhibitor | oPaM
(10mm) hacim
() (Hl) (1D kons.
(ul) CDNB GSH cong | ash (mM) (ul)
25mM)|  (20mMm)
200 20 50 50 680 - 0,5 1 - 1004
200 20 50 50 679 15 0,5 1 0,35 100p
200 20 50 50 678 2,5 0,5 1 0,70 100p
200 20 50 50 675 5 0,5 1 1,4 1009
200 20 50 50 673 7,5 0,5 1 2,1 100p
200 20 50 50 670 10 0,5 1 2,8 100p
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Cizelge 3.3.GOkkusagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi lGzerinde gentamisin

sulfatin 1G degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerinkwarlar ve bunlara kanik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kuvetteki
KH,PO, Substrat (ul) . | subsratkons.| Kuvetteki Toplam
Enzim | Saf su| Inhibitor (mM) inhibitor .
(10mM) hacim
(M (ub (k) kons.
() | cDNB | GSH cong | asH| vy | ®D
(25mM) | (20mM)
200 20 50 50 680 - 0,5 1 - 1000
200 20 50 50 678 2,5 0,5 1|  174x10| 1000
200 20 50 50 675 5 0.5 1| 348 x10[ 1000
200 20 50 50 673 7,5 0,5 1 522 x10| 1000
200 20 50 50 670 10 0,5 1| 696 x10[ 1000
200 20 50 50 665 15 0,5 1|  1044x1Q 1000

Cizelge 3.4Gokkusagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi (izerinde Mgmetall
iyonunun 1Gy degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltileririktarlari ve bunlara kandik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kivetteki
Substrat (ul) subsrat kons.| Kivetteki
KHAPO, Enzim | Saf su| inhibitsr | (mMm) inhibitor | T OP1aM
(10mM) hacim
(Hl) (Hl) (Hl) kons.
() | CONB | GSH cong | esH| mmy | M
(25mM) | (20mM)
200 20 50 50 680 - 0,5 1 - 100(
200 20 50 50 480 200 0,5 1 20 100p
200 20 50 50 380 300 0,5 1 30 100p
200 20 50 50 280 400 0,5 1 40 1000
200 20 50 50 180 500 0,5 1 50 1000
200 20 50 50 - 680 0,5 1 68 1000
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Cizelge 3.5.Gokkusag alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi lizerinde Ermetal
iyonunun 1Gy degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltileririktarlari ve bunlara kandik

gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Klvetteki
KH,PO, Substrat (ul) _ saf| . subsrat kons. KUV_eFt?kI Toplam
Enzim Inhibitor (mM) inhibitor _
(10mM) su hacim
()] ()] kons.
(1)) CDNB GSH (nh cong | asu (mM) (uh)
(25mM) | (20mMm)
200 20 50 30 700 - 0,5 1 - 1000
200 20 50 30 650 50 0,5 1 0,25 1000
200 20 50 30 600 100 0,5 1 0,5 1000
200 20 50 30 500 200 0,5 1 1 1000
200 20 50 30 450 250 0,5 1 1,25 1000
200 20 50 30 400 300 0,5 1 15 1000

Cizelge 3.6.GOkkwsagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi lizerinde Agnetal
iyonunun 1Gy degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltileririktarlari ve bunlara kandik

gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Klvetteki
KH,PO, Substrat (ul) _ o subsrat kons. Kuyet_t?kl Toplam
Enzim | Saf su| Inhibitor (mM) inhibitor )
(10mM) hacim
M) 1 (uh (k) kons.
() | CDNB | GSH cong | gsh| mmy | ¢
(25mM) | (20mM)
200 20 50 30 700 - 0,5 1 - 1000
200 20 50 30 650 50 0,5 1 5%10 [ 1000
200 20 50 30 600 100 0,5 1 1x10 1000
200 20 50 30 500 200 0,5 1 2x10 1000
200 20 50 30 300 400 0,5 1 4x10? 1000
200 20 50 30 100 600 0,5 1 6x10? 1000
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Cizelge 3.7.Gokkwag alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi izerinde Cdmetal
iyonunun 1Gy degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltileririktarlari ve bunlara kandik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kuvetteki
KH,PO, Substrat (ul) . saf | subsrat kons. I.<uv.et.t(?k| Toplam
Enzim Inhibitor (mM) inhibitor .
(10mM) su hacim
() (ul) kons.
(1)) CDNB GSH (nh cong | esH|  mm) (uh)
(25mM) | (20mM)
200 20 50 30 700 - 0,5 1 - 100(
200 20 50 30 698 2,5 0,5 1 0,025 10do
200 20 50 30 695 5 0,5 1 0,05 1000
200 20 50 30 690 10 0,5 1 0,1 1000
200 20 50 30 675 25 0,5 1 0,25 1000
200 20 50 30 650 50 0,5 1 0,5 1000

Cizelge 3.8G06kkusagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi Uzerinde amikasin
sulfatin K degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerinkimarlari ve bunlara kadik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kivetteki

KH,PO, Substrat (ul) Enzi Saf | . subsrat kons. I_(Uv.e'Ft?k| Toplam

(10mM) nzim U inhibitor (mM) inhibitor hacim
@) | con | esH | V| @y [ WV cong | st z‘rzrl\‘/ls) (ml)

(25mM) | (2mM)

200 20 10 50 720 - 0,59 0,02 - 1
200 20 20 50 710 - 0,59 0,04 - 1
200 20 30 50 700 - 0,5 0,06 - 1
200 20 40 50 690 - 0,5 0,08 1
200 20 50 50 680 - 0,5 o,L - 1
200 20 10 50 714 6,25 0% 002 2 1
200 20 20 50 704 6,25 0% 004 2 1
200 20 30 50 694 6,25 0% 006 2 1
200 20 40 50 684 6,25 0% 0,08 2 1
200 20 50 50 674 6,25 0,5 0j1 2 1
200 20 10 50 695 25 0 0,02 8 1
200 20 20 50 685 25 03 0,04 8 1
200 20 30 50 675 25 0,3 0,06 8 1
200 20 40 50 6635 25 0 0,08 8 1
200 20 50 50 655 25 0,5 o1 8 1
200 20 10 50 670 50 0,3 0,02 16 1
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200 20 20 50 | 660 50 09 0,04 16 1
200 20 30 50 | 650 50 0,9 0,06 16 1
200 20 40 50 | 640 50 0,9 0,08 16 1
200 20 50 50 | 630 50 09 O 16 1

Cizelge 3.9.Gokkwsagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi Uzerinde sefuroksim

sodyumun Kdeserlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerinktarlar ve bunlara kardik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kivetteki

KH,PO, Substrat (ul) _ saf | subsrat kons. I_(U\{e'Ft?ki Toplam

(10mM) Enzim U inhibitor (mM) inhibitor hacim
@) |cons | s | W0y | ®D kons. f =)

@5mM) | (2mm) CDNB | GSH (mM)

200 20 10 50 720 - 0,5 0,02 - 1
200 20 20 50 710 - 0,5 0,04 - 1
200 20 30 50 700 - 0,5 0,06 - 1
200 20 40 50 690 - 0,5 0,08 - 1
200 20 50 50 680 - 0,5 o, - 1
200 20 10 50 719 15 0,3 0,020,35 1
200 20 20 50 709 15 0, 0,040,335 1
200 20 30 50 699 15 0, 0,06 0,35 1
200 20 40 50 689 15 0,3 0,080,35 1
200 20 50 50 679 15 0,5 0,1 0,3% 1
200 20 10 50 718 2,5 0, 0,020,70 1
200 20 20 50 708 2,5 0,3 0,040,70 1
200 20 30 50 698 2,5 0,3 0,060,70 1
200 20 40 50 688 2,5 0, 0,080,70 1
200 20 50 50 678 2,5 0,5 0,1 0,70 1
200 20 10 50 715 5 05 0,02 1,4 1
200 20 20 50 705 5 0,5 004 14 1
200 20 30 50 695 5 0, 0,06 14 1
200 20 40 50 685 5 05 0,08 1,4 1
200 20 50 50 679 5 0,5 o, 14 1
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Cizelge 3.10G0okkusagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi Uzerinde gentamisin
sulfatin K degerlerinin belirlenmesinde kullanilan c¢ozeltileriniktarlari ve bunlara kadik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kuvetteki
KH,PO, Substrat (ul) i | saf | - subsrr:t\jI kons. If:r\lllcte)tlil:l Toplam
(1(()L:T)M) cons | ash | “V (ZT) In(:“;tof ni kons. h(er::)m
@5mm) | (2mm) CDNB | GSH (mM)
200 20 10 50| 720 - 0,5 | 0,02 - 1
200 20 20 50| 710 - 0,5 | 0,04 - 1
200 20 30 50| 700 - 0,5 | 0,06 - 1
200 20 40 50| 690 - 0,5 | 0,08 - 1
200 20 50 50| 680 - 05| 01 - 1
200 20 10 50| 71% 5 0,5 | 0,02 0,348 1
200 20 20 50 70% 5 0,5 | 0,04 0,348 1
200 20 30 50| 69% 5 0,5 | 0,06/ 0,348 1
200 20 40 50| 685 5 0,5 | 0,08 0,348 1
200 20 50 50| 67% 5 0,5 0,1 0,348 1

b
200 20 10 50| 710 10 0,5 | 0,02 0,696
200 20 20 50| 700 10 0,5 | 0,04 0,696
200 20 30 50| 690 10 0,5 | 0,06 0,696
D
D

N e

200 20 40 50| 680 10 0,5 | 0,08 0,696
200 20 50 50| 670 10 05| 0,1 0,696 1
200 20 10 50| 70% 15 0,5 | 0,02 1,044
200 20 20 50| 69% 15 0,5 | 0,04 1,044
200 20 30 50| 68% 15 0,5 | 0,04 1,044
200 20 40 50| 67% 15 0,5 | 0,08 1,044
200 20 50 50| 66% 15 05| 0,1 1,044 1

Rk~




43

Cizelge 3.11Gokkusag alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi lizerinde Mgmetal
iyonunun K deserlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltileririktarlar ve bunlara karik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kivetteki
KH,PO, | Substrat () i | saf | - subsrr:t\jI kons. T:;Et.tilfl Toplam
(1(()3)M) cong | asn | (zllj) In(‘l";tor T kons. h(?:li)m
@5mm) | (2mm) CDNB | GSH (mMm)
200 20 20 30| 730 - 0,5 | 0,04 . 1
200 20 50 30| 700 - 05 | 01 - 1
200 20 90 30| 660 - 0,5 | 0,18 . 1
200 20 125 30| 62p - 0,5 | 0,25 . 1
200 20 200 30| 55p - 05 | 04 - 1
200 20 20 30| 530 200 05| 004 20 1
200 20 50 30| 500 200 05| 01 20 1
200 20 90 30| 460 200 05| 018 20 1
200 20 125 30| 425 200 051|025 20 1
200 20 200 30| 350 200 05| 04 20 1
200 20 20 30| 330 400 05| 0,04 40 1
200 20 50 30| 300 400 05| 01| 40 1
200 20 90 30| 260 400 05| 0,18 40 1
200 20 125 30| 22b 400 05| 0,28 40 1
200 20 200 30| 150 400 05| 04 40 1
200 20 20 30| 230 500 05| 004 50 1
200 20 50 30| 200 500 05| 01 50 1
200 20 90 30| 160 500 05| 0,18 50 1
200 20 125 30| 125 500 05| 025 50 1
200 20 200 30| 50 500 0, 04 50 1
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Cizelge 3.12Go6kkwag! alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi {izerinde Ermetal
iyonunun K deserlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltileririktarlar ve bunlara kanik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kuvetteki
KH,PO, Substrat (ul) i | saf | - subsrr:t\jI kons. If:r\lllcte)tlil:l Toplam
(1(()L:T)M) cons | ash | “V (ZT) i (:“;tof ni kons. h(er::)m
@5mm) | (2mm) CDNB | GSH (mM)
200 20 20 30| 730 - 0,5 | 0,04 - 1
200 20 50 30| 700 - 05| 01 - 1
200 20 90 30| 660 - 0,5 | 0,18 - 1
200 20 125 30| 62b - 0,5 | 0,25 - 1
200 20 200 30| 550 - 05 | 04 - 1
200 20 20 30| 630 100 05| 0,04 05 1
200 20 50 30| 600 100 0,5 0,1 0,5 1
200 20 90 30| 560 100 05| 0,28 0,5 1
200 20 125 30| 525 100 05| 0,28 05 1
200 20 200 30| 450 100 0,5 0,4 0,5 1
200 20 20 30| 530 200 0,5 | 0,04 1 1
200 20 50 30| 500 200 05 | 01 1 1
200 20 90 30| 460 200 0,5 | 0,18 1 1
200 20 125 30| 425 200 0,5 | 0,25 1 1
200 20 200 30| 350 200 0,5 0,4 1 1
200 20 20 30| 480 250 05| 0,04 1,25 1
200 20 50 30| 450 250 0,5 0,1 1,25 1
200 20 90 30| 410 250 05| 0,28 1,25 1
200 20 125 30| 375 250 05| 0,28 1,25 1
200 20 200 30| 300 250 05| 04 1,25 1
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Cizelge 3.13Gokkusagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi tizerinde Agnetal
iyonunun K degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltileririktarlar ve bunlara karik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kuvetteki
KH,PO, | Substrat () e | Saf — sub(snr]?\;)kons. If:t:/;tltgl:l Toplam
(1(();ET)M) cong | ash | ¢ (lej) ” (LI”; ) kons. h(?r(w:li)m
@5mm) | (2mm) CDNB | GSH (mM)

200 20 20 30| 730 - 0,5 | 0,04 - 1
200 20 50 30 700 - 05| 01 - 1
200 20 90 30| 660 - 0,5 | 0,18 - 1
200 20 125 30| 625 - 0,5 | 0,25 - 1
200 20 200 30| 550 - 0,5 0,4 - 1
200 20 20 30| 630 100 05| 0,04 0,01 1
200 20 50 30| 600 100 05| 0.1 0,01 1
200 20 90 30| 560 100 05| 0,18 0,01 1
200 20 125 30| 525 100 05| 0,25 0,01 1
200 20 200 30| 450 100 05| 04 0,01 1
200 20 20 30| 530 200 0,5 0,04 0,02 1
200 20 50 30| 500 200 0,5 0,1 0,02 1
200 20 90 30| 460 200 0,5 | 0,18 0,02 1
200 20 125 30| 425 200 0,5 | 0,25 0,02 1
200 20 200 30| 350 200 0,5 0,4 0,02 1
200 20 20 30| 330 400 0,5 | 0,04 0,04 1
200 20 50 30| 300 400 05 | 0,1 0,04 1
200 20 90 30| 260 400 0,5 | 0,18 0,04 1
200 20 125 30| 225 400 0,5 | 0,25 0,04 1
200 20 200 30| 150 400 05 | 04 0,04 1
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Cizelge 3.14Gokkusag alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi izerinde Cdnetal
iyonunun K deserlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltileririkwarlar ve bunlara karik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Kuvetteki
Substrat (ul) subsrat kons.| Kivetteki

KH,PO . Saf | . o Toplam
(10inM; Enzim [ " | inhibitor (mM) inhibitor haF::im
w) | cone | s | ® [y ® kons. oy
@5mm) | (2mm) CDNB | GSH (mM)

200 20 20 30 73 - 0,5 | 0,04 - 1
200 20 50 30| 70 - 0,5 0,1 - 1
200 20 90 30 66 - 0,5 | 0,18 - 1
200 20 125 30 62 - 0,5 | 0,25 - 1
200 20 200 30| 55 - 0,5 0,4 - 1

200 20 20 30| 72
200 20 50 30| 69
200 20 90 30| 65¢
200 20 125 30| 62
200 20 200 30| 54
200 20 20 30| 72
200 20 50 30| 69
200 20 90 30| 65
200 20 125 30| 61
200 20 200 30| 54
200 20 20 30| 70
200 20 50 30| 67
200 20 90 30| 63
200 20 125 30| 60
200 20 200 30| 52

2,5 0,5 | 0,04 0,025 1
2,5 05| 0,1 0,025 1
2,5 0,5 | 0,18 0,025 1
2,5 0,5 | 0,25 0,025 1
05| 04 0,025 1
10 05| 004 01 1
10 05 | 01 0,1 1
10 0,5 {018 0,1 1
10 05 {025 01 1
10 05 | 04 0,1 1
25 0,5 | 0,04/ 0,25 1
25 05 | 01 0,25 1
25 0,5 | 0,18/ 0,25 1
25 0,5 | 0,25 0,25 1
25 05 | 04 0,25 1
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini Igin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettgimiz enzim c¢Ozeltilerindeki kantitatif protein tayi Bradford yontemiyle
yapildi. Bu amacla once standart grafik hazirla(gekil 4.1). Elde edilen enzim
cOzeltilerindeki protein tayinleri Bradford yonteyte yapildiktan sonra bu standart

grafikten faydalanilarak protein miktarlari hesayla

0,9 1
0,8
0,7 °®
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

ABsorbans (595 nm)

0,1 1

(0] 20 40 60 80 100 120

ug Protein

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayingim kullanilan standart
grafik

4.2. Gokkusag Alabalik Eritrositlerinden GST Enziminin Safla stiriimasi ile Tlgili
Sonuglar

Gokkusagl alabalik hemolizati, afinite kromatografisi sasiralde edilen saf enzim igin
aktivite, protein, toplam aktivite, toplam proteigpesifik aktivite, ylizde verim ve

saflgstirma katsayisi gibi nemli bazi girler hesaplanarak Cizelge 4.1'de gosterildi.
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Cizelge 4.1 Gokkusagl alabalik eritrositlerinden GST enziminin saflema sonuclari

8 I vo=| €= I ’éa c o X o D g 2]
S D SES|ZE|TE |87 |82 |FSE|eE sz
= SEE|SQR|22 |82 |8% |83 (°2% |&<¢
2+ FIT|IL | E | FE Fs |osd TS
o 9)]
Hemolizat 35 0,073 48.86 1710 2,555 0,0015 10( 1,0
Afinite 7 0,215 0,013 0,091 1,505 16,54 59 11.0p6

4.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile GST Ezim Safliginin Kontrolu

GoOkkuwagl alabalik eritrositlerinden afinite sonrasi elddilen elUatlardaki GST
enziminin saflgini kontrol etmek igin SDS-PAGE yontemi kullanil&u amagla bolim
3.2.5’ de izah edilen elektroforez sistemi kurukaesmzim numuneleri sirayla kuyulara
uygulandi ve yuaratildu. Elde edilen bantlar géestefiotgsraf Sekil 4.2’de verildi.

Sekil 4.2. Glutatyon-agaroz afinite kolonuyla safilailan gokkusag! alabalik eritrosit

GST enziminin SDS-PAGE ile saflik kontroli
*1. kuyu Glutatyon-agaroz afinite kolonuyla saflalan gokkusagi alabalik eritrosit GST enzimi, 2. kuyu
standart proteinler (tgaan kasi fosforilaz b, 97 kDa,gsn albiimin; 66 kDa; ovalbliimin; 45 kDagm

eritrosit CA; 29 kDa)



49

4.4. Gokkusagl Alabalik Eritrositlerinden Safla stirllan GST Enziminin SDS-PAGE
fle Alt Birimlerinin Mol Kiitlesinin Belirlenmesine A it Sonuglar

Gokkusagl alabalik eritrositlerinden saffirilan GST enziminin alt birimlerinin mol
kutlesinin belirlenmesi icin bélim 3.2.6’da izahildgi gibi enzim kesikli SDS-
PAGE’'de yuratuldi ve sonugta elde edilen bantléotografi Sekil 4.2°de gdsterildi.
Yuratulen standartlarin ve enzimin Regeri Olculup logMk-R¢ standart grafii cizildi
(Sekil 4.3). Gokkyag! alabalik eritrosit glutatyo8-transferaz enziminin alt birimlerinin
mol kitlesi 23 kDa olarak tespit edildi.

2,1

1,9
1,8
1,7

Log MK

1,6
1,5

1’4 T T T T 1
0,14 0,19 0,24 0,29 0,34 0,39

Ry

Sekil 4.3. Saflgtirilan GST enzimi icin LogM/R¢ grafigi

4.5. Gokkusagl Alabaligi Eritrositlerinden Saflastirlan GST Enziminin Molekil
Kutlesinin Sephadex G-100 Jel Filtrasyon Kromatogréisi ile Belirlenmesi

Gokkusag! alabalgi eritrositlerinden safldirilan GST enziminin molekdl kitlesi bolim
3.2.7.’de anlatildy sekilde kolon materyali olarak Sephadex G-100 jeljel filtrasyon
kromatografisi yapildi ve sonucl8ekil 4.4 ve 4.5’de verildi. Busiem esnasinda; Blue
dextran (2000 kDa) kolona uygulandi. Daha sonralalkhidrogenaz (150 kDa)/gs
eritrosit CA (29 kDa), bovin serum albumin (66 kDsaitokrom c (12,4 kDa) standart

proteinleri sirasiyla kolona uygulandi. Standarbt@inler kolondan gectikten sonra



50

numune jel filtrasyon kolonundan gegirildi. Dahansolog Mk-Kay grafigi cizilerek,
eritrosit GST enziminin molekul kutlesi 47 kDa akrtespit edildi $ekil 4.6).

—+— Blue dekstran —=— Sitokrome  —+— Albumin  —e— AD/CA
3 =
25 4

Absorbans
(280 nm)

0 10 20 30 40 50

Tiip sayis1

Sekil 4.4. Jel filtrasyon kolonundan gegirilen standart prolezin elisyon grafi

0,12 -

o

o L

(o] [
1 1

Aktivite (EU/ml)
g

0,04 -
0,02
0 -+
0 10 20 30 40 50
Tiip Sayisi

Sekil 4.5. Gokkusagl alabalgl eritrosit GST enziminin molekul katlesini tayimngin
kullanilan jel filtrasyon kromatografisi eliisyonagjgi
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2,3 7
2,1 A
1,9 1
1,7 1

Log MK

1,5 1
1,3 1

1,1 A

0,9

Kav

Sekil 4.6. Gokkusagl alabalg! eritrosit enziminin molekdl kitlesini tayini iciBephadex G-100
kolon materyali kullanilarak yapilan jel filtrasydmomatografisi sonucu elde edilen standart
grafik

4.6. Gokkusagl Alabalik Eritrosit GST Enzimiyle Tlgili Yapilan Karekterizasyon
Calismalari Sonugclar

4.6.1. Optimum pH’nin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alsmalarin sonuclari

Gokkusag! alabalik eritrositlerinden saffiarilan GST enziminin optimum pH’sini tespit
etmek icin bolim 3.3.1'de belirtilgh gibi pH deseri 5,5 ile 8,0 arasinda gigen, uygun
tamponlardan okan 7 adet c¢ozelti kullanildi. Enzimin her bir tampeki absorbans
degerleri spektrofotometrik olarak olculerek enzim iaiteéleri hesaplandi. Alabalik
eritrosit GST enziminin optimum pH geri Cizelge 4.2 v&ekil 4.7'de gosterildii gibi
pH 7,3 olarak belirlendi.
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Cizelge 4.2.Gokkwagl alabalik eritrosit GST enziminin optimum pH’sinc0,1 M
KH,PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite i@g sonuclari

0,1M KH,PO,
pH Aktivite (EU/ml)
5,5 0,0382
6,0 0,0636
6,5 0,119
7,0 0,162
7,3 0,179
7,5 0,164
8,0 0,157
0,2 1

__ 016 1

E

D 0,12

w

(]

'S' 0,08

<

< 0,04

0
5 55 6,5 7 7,5 8 8,5 9
pH

Sekil 4.7. Gokkusagl alabalik eritrosit GST enziminin K-fosfat tampoifeielde edilen

Aktivite-pH grafigi

4.6.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesine ait calsma sonuclari

GoOkkusag! alabalik eritrosit GST enziminin aktivite Olglinden en uygun iyonik

siddetin belirlenmesi igin 6nceki ¢camalar sayesinde uygurgu tespit edilen optimum

pH’ ya sahip fosfat tamponuyla glgik konsantrasyonlardaki ¢ctzeltiler bolim 3.3.2’de

bahsedildii gibi hazirlandi ve farkh KHPO, konsantrasyonlari kullanilarak enzimin

gosterdgi absorbans derleri spektrofotometrik olarak olculdikten sonrar Hoir
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tampondaki enzim aktiviteleri hesaplandi. Alabaéktrosit GST enziminin iyonik
siddet degeri Cizelge 4.3 v&ekil 4.8'de gosterildii gibi 10 mM olarak belirlendi.

Cizelge 4.3.GOkkwagl alabalik eritrosit GST enziminin optimum iyongiddetini KH,POy
tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite digigonuclari

KH 2PO4
Iyonik Siddet (mM) Aktivite (EU/mI)
10 0,1520
20 0,1400
40 0,1250
60 0,1090
80 0,0990
100 0,1030
120 0,1200
140 0,1090
160 0,0990
180 0,0914
200 0,0972
0,16
0,14
0,12
0,1
@ 0,08
:\\UD_J, 0,06
o 0,04
E 0,02
< o
0 50 100 150 200 250
[K-FosfatmM -1

Sekil 4.8. Gokkusagl alabalik eritrosit GST enziminin optimum iyonidddetini
belirlemek icin yapilan aktivite-K-fosfat (mM) gui&f
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4.6.3. Optimum sicakligin belirlenmesi igin yapilan ¢alsma sonuglari

GoOkkusagl alabalik eritrosit GST enziminin optimum sicgkhi belirlemek amaci ile
optimum pH ve optimum iyonikiddete sahip tampon ¢ozelti kullanildPQile 70C
arasinda bélim 3.3.3'de belirtifdigibi her 10C de bir enzimin gostergii absorbans
degerleri spektrofotometrik olarak Olculdukten sonrazien aktiviteleri hesaplandi.
Alabalik eritrosit GST enziminin optimum sicaklilegeri Cizelge 4.4 veSekil 4.9'da
gosterildgi gibi 30°C olarak belirlendi.

Cizelge 4.4. GOkkwagl alabalik eritrosit GST enziminin optimum sicgkh
belirlenmesi icin yapilan aktivite 6élcim sonuclari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/ml)
0 0,0185
10 0,0335
20 0,0463
30 0,0729
40 0,06
50 0,0335
60 0,022
70 0,0254
0,08 -
0,06
E
)
W 504
L
2
< 0,02
0
0 20 40 60 80
Sicaklik CC)

Sekil 4.9. Gokkwagl alabalik eritrosit GST enziminin farkli sicakkkfla olctlen
aktivite-sicaklik grafii
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4.6.4. Stabil pH’nin belirlenmesi igin yapilan ¢akma sonuclari

Gokkusagl alabalik eritrosit GST enziminin stabil oiglu pH'y1 belirlemek icin uygun
iyonik siddete sahip di#sik pH deserlerinde tampon c¢ozeltileri bolim 3.3.4'de
anlatildg! gibi hazirlandi. 1/1 oraninda saf enzim ile tamparstirilarak her gin
olmak Uzere aktivite olgimleri yapildi. Her bir eiiz ile olcilen aktivite dgerleri
belirlendi. Gokkgag! alabalik eritrosit GST enziminin stabil pHgdei Cizelge 4.5 ve

Sekil 4.10’de gosterildii gibi pH 7,3 olarak belirlendi.

Cizelge 4.5.Gokkusagl alabalik eritrosit GST enziminin stabil pH'sinoelirlenmesi

icin yapilan aktivite 6lciim sonuclari

4 5 6 7 8

Zaman(Gun)

pH 53 5,8 6,3 6,8 7,3 7,8
Zaman .
(Gin) Aktivite (EU/mI)
1 0,0127 0,0185 0,0196 0,0162 0,0208 0,0p2
2 0,0081 0,0115 0,0081 0,0196 0,01¥3 0,0173
3 0,0115 0,0035 0,0035 0,009 0,0162 0,0138
4 0,0012 | 0,0023| 0,0023 0,0115 0,0162 0,0127
5 0,0058 | 0,0046| 0,0058 0,0115 0,0139 0,0162
6 0,0058 | 0,0012| 0,0058 0,0060 0,0173 0,0115
7 0,0046 0,0023 0,0046 0,0081 0,0185 0,0092
8 0,0046 0,0035 0,0046 0,009 0,0162 0,0(])81
0,024
—&— pH=5,3
= —&=— pH=5,8
:% 0,016 —om- pH=63
‘-‘% -=X-- pH=6,8
E 0,008 - B
< —e— pH=7,8

Sekil 4.10. Gokkwagl alabalik eritrosit GST enziminin stabil pH’sineliblemek igin

KH,PO, tamponu ile yapilan ¢aima sonucu elde edilen grafik
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4.6.5. GOkkwag! alabalik eritrositlerinden saflastirlan GST enziminin GSH ve
CDNB substratlari icin Ky ve Vyax degerlerinin belirlenmesine ait ¢alsmalarin

sonuclari

GoOkkuwsagl alabalik eritrosit GST enziminin substrati olarSKs icin Ky ve Vmax
degerlerini belirlemek i¢in bolim 3.3.5'de anlatigaigibi CDNB’nin 0,5mM’ lik sabit
konsantrasyonunda 5 farkli GSH konsantrasyonuylavitek 6lctimleri gerceklgirildi.
Sonucta elde edilen gerler ile 1/[GSH]-1/V gratfii cizilerek reaksiyon denkleminden
Kwm Ve Vinax degerleri hesaplandiSgkil 4.11 ve Cizelge 4.6). Enzimin birgdir substrati
olan CDNB icin Ky ve Vinax degerlerini hesaplamak igin bolim 3.3.5’de anlagiidyibi
GSH'In 1mM’ lik sabit konsantrasyonunda 5 farkli BB konsantrasyonuyla aktivite
Olcimleri yapilarak 1/[CDNB]-1/V gra#i cizildi ve reaksiyon denklemindenKve
Vmax degerleri hesaplandSgkil 4.12 ve Cizelge 4.6).

100 -
80 -
60 -
§ 40 A
20 -
0 0 1 0 50
1/[GSHImM -1

Sekil 4.11.Gokkusagl alabalik eritrosit GST enzimi ile sabit CDNB kam$rasyonunda
(0,5 mM) GSH i¢in Ky ve Vmnax deserlerinin belirlenmesi gradi
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200 A
150 -
§ 100 -
50 A
-10 i 10 30 50
1/[CDNB]mM -t

Sekil 4.12.Gokkusagl alabalik eritrosit GST enzimi ile sabit GSH komsasyonunda
(2 mM) CDNB i¢in Ky ve Vmax deserlerinin belirlenmesi gragi

Cizelge 4.6.Gokkusagl alabalik eritrosit GST enziminin GSH ve CDNB sinasari
icin Ky ve Vinax deserleri

Subsrat Ku (MmM) V max (EU/mI)
GSH 0,0395 0,0328
CDNB 0,2590 0,0655

4.7. Gokkusagl Alabalik Eritrosit GST Enzimi Uzerine Bazi Antibiyotik Ve Metal

Iyonlarinin Etkilerinin Belirlenmesine Ait Cali sma Sonuglari

4.7.1. Gokkwag! alabalik eritrosit GST enzimi Uzerine inhibitér etkisi gosteren
antibiyotik ve metal iyonlari igin 1C 5o degerlerinin belirlenmesine ait ¢alsmalarin

sonuglari

Calisilan antibiyotik ve gir metallerin alabalik eritrosit GST enzimi lzerindibisyon
etkisi gosterenler icin bolim 3.4'de anlatgdigibi en az 5 farkh inhibit6r
konsantrasyonunda aktiviteler bulunarak %Aktivifeelegerleri hesaplanarak (Cizelge
4.7-4.13) grafikleri cizildi $ekil 4.13-4.19) ve bu grafiklerden 4 degerleri
hesaplanarak Cizelge 4.14-4.15 de verildi.
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Cizelge 4.7.Gentamisin silfatin goklkag! alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi
Uzerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100
0,174 70
0,348 53,5
0,522 45
0,696 41
1,044 34

120 1

%Aktivite

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[Gentamisin stilfat] mM

Sekil 4.13. Gokkwagl alabalik eritrosit GST enzimi Uzerine Gentamisiilfat
kimyasalinin inhibisyon etkisini gésteren grafik

Cizelge 4.8.Sefuroksim sodyumun gokkagi alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi
Uzerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,00 100
0,35 75,8
0,70 51,6
1,40 42,7
2,10 39,5
2,80 13,4
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120 H

100

80 A

60 A

%Aktivite

40

20 A

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

[Sefuroksim sodyum]mM

Sekil 4.14. Gokkwsagl alabalik eritrosit GST enzimi Uzerine Sefuroksndyum
kimyasalinin inhibisyon etkisini gésteren grafik

Cizelge 4.9. Amikasin sulfatin gokkgegl alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi
Uzerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100
2 72,58
4 60,5
8 46
16 25,8
24 11,2
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120 1
100 ¢
80 -
2 .
=
£ 60 1 4
s
> 40 1
20 1
0
0 5 10 15 20 25 30
[Amikasin sulfatjmM

Sekil 4.15. Gokkuagl alabalik eritrosit GST enzimi Uzerine amikasin atilf
inhibisyon etkisini gosteren grafik

Cizelge 4.10.Ag" metal iyonunun gokkwag! alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi
uzerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100
0,005 88
0,01 72
0,02 58
0,04 42
0,06 34
120 4
g *1
=
x °
g
S 40 A
[
0 T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08
[AgTImM

Sekil 4.16. Gokkwsagl alabalik eritrosit GST enzimi (izerine Agnetal iyonunun
inhibisyon etkisini gésteren grafik



Cizelge 4.11.Cd"? metal iyonunun gokkagi alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi

Uzerine etkisi

61

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100
0,025 70
0,05 57,1
0,1 48,3
0,25 30,4
0,5 16,13

% Aktivite

0,2

0,3
[Cd*2] mM

0,4

Sekil 4.17. Gokkwagl alabalik eritrosit GST enzimi Uzerine Bdmetal iyonunun

inhibisyon etkisini gésteren grafik

Cizelge 4.12.Cr? metal iyonunun goklkgag! alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi

Uzerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100
0,25 90
0,5 66
1 54
1,25 44
1,5 35,8
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120 1
100 4
(J

o 807
=2
2 °
£ 607
g
> 40 A

20 1

0 T T T T T 1
0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8
[Cr+lmM

Sekil 4.18. Gokkuagl alabalik eritrosit GST enzimi Uzerine *Ermetal iyonunun
inhibisyon etkisini gosteren grafik

Cizelge 4.13Mg*® metal iyonunun gokkgi alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi
Uzerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100
20 70,1
30 60,7
40 56
50 43,6
70 37,6
120 1
q
@ 80 A
s ¢
=
g
> 40 A ® ®
0
0 20 40 60 80
[Mg*?]mM

Sekil 4.19. Gokkwagl alabalik eritrosit GST enzimi lzerine Kfgmetal iyonunun
inhibisyon etkisini gosteren grafik



63

4.7.2. GOkkwag! alabalik eritrosit GST enzimi Uzerine inhibitor etkisi gosteren
antibiyotik ve metal iyonlari i¢cin K; sabitlerinin belirlenmesine ait calsmalarin

sonuclari

Gokkuwsag! alabalik eritrositlerinden safiarilan GST enzim aktivitesi (zerine
inhibisyon etkisi gosteren gentamisin silfat, seftsrm sodyum, amikasin silfat
antibiyotikleri ile Ag’, Cd™?, Cr?ve Mg metal iyonlari icin K degerlerini belirlemek

amaclyla sabit 3 uygun inhibitdér konsantrasyonu %esubstrat konsantrasyonu
belirlenerek aktivite dgerleri olculdi. Bu dgerlerden Lineweaver-Burk grafikleri
cizildi. Ilgili denklemler kullanilarak Kdeserleri hesaplandi. Sonugcl8ekil 4.20-4.26

ile Cizelge 4.14-4.15'de verildi.

300 1
* Kontrol
= 0,348mM 250 1
40,696mM 500 1 A
® 1,044mM
5 150 A
100 *
A
-20 0 20 40 60
1/[GSHImM-1

Sekil 4.20.Gentamisin sulfatin goklsag! alabalik eritrosit GST aktivitesi Uzerine etkisi
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450 1~
¢ Kontrol 400 A
®(Q,35mM 350 -
A °
0,70mM 300 A
® 1,40 mM
250 A
5 200 A
150 ;
O -
I I I U I 1
-150 -100 -50 0 50 100
1/[GSH] mM

Sekil 4.21. Sefuroksim sodyumun gokkasi alabalik eritrosit GST aktivitesi Uzerine
etkisi

*Kontrol 200 1
ontro
=) M 180
A8mM 160
® 16 mM 140
120
> 100
—
40
20 -
I I I U I I 1
-60 -40 20 0 20 40 60
1/[GSH] mM

Sekil 4.22. Amikasin sulfatin gokkgagl alabalik eritrosit GST aktivitesi tzerine etkisi



* Kontrol 12 1
(0,01 mM
9 -
40,02mM 2
— °
® (0,04 mM
6 -
5 _/
I T 1 U T T 1
-30 -20 -10 0 10 20 30
1/[GSH] mM-t

Sekil 4.23. Ag" metal iyonunun gokkuagi alabalik eritrosit GST aktivitesi (izerine
etkisi

35
¢ Kontrol

30 1

H0,025mM
A0,1mM 25 -
©025mM 20 -
S 15 -
—
. /
T T 1

-10 0 10 20 30

1/[GSH] mM-1

Sekil 4.24. Cd" metal iyonunun gokkag alabalik eritrosit GST aktivitesi lizerine
etkisi
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8 -
7 -
4 Kontrol 6 -
B0,5mM 2 5 - o
A1mM — 4 -
® 1,25mM 3 - /
.

-20 -10 0 10 20 30
1/[GSHIMM 1

Sekil 4.25. Cr? metal iyonunun goklgag alabalik eritrosit GST aktivitesi lizerine
etkisi

14 -
< Kontrol
12 1
H20mM
A 40 mM > 107
— 8 1
® 50mM
6 -/
] *
f T T O T T |
-30 -20 -10 0 10 20 30
1/[GSH] mM-L

Sekil 4.26. Mg*® metal iyonunun gokkagl alabalik eritrosit GST aktivitesi lizerine
etkisi
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Cizelge.4.14 Gokkwagl alabalik eritrosit GST enzimi icin antibiyotikkeait 1Gove K;

degerleri
Inhibitor IC 50(mM) Ki (mM) K; Ortalama Inhibisyon
Tipi

Gentamisin 0,568 1,338 1,506 + 0,174 Yemasiz
Sulfat 1,69
1,49

Sefuroksim 1,104 1,48 0,915 + 0,490 Yamall

Sodyum 0,600
0,666

Amikasin 7,637 2,56 6,43 + 3,627 Yamasiz
Sulfat 6,99
9,75

Cizelge.4.15.Gokkuag alabalik eritrosit GST enzimi icin metal iyonlaa ait 1Go ve

K; degerleri
Inhibitor IC 50(mM) Ki (mM) K; Ortalama | Inhibisyon Tipi
Ag® 0,0348 0,0164 0,0243 + 0,000 Ydmasiz
0,0220
0,0347
cd* 0,171 0,0642 0,1114 + 0,052 Yagmasiz
0,1020
0,1680
Cr* 1,042 3,7 2,506 + 1,104 Yamasiz
2,3
1,52
Mg* 46,33 85,1 65,73 + 17,378 Yamasiz
60,6
51,5
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5. TARTISMA VE SONUC

Gunumuz dunyasindaki nufus artrhizli kentleme ve teknolojik gejimeler cevre
kirlenmesine neden olmaktadir. Bu dasthainsan olmak (zere tim canlilar igin
tehditler olyturmaktadir. Canli organizmalarda bu tehditleresikaticudun savunma
sisteminde yer alan bircok enzim bulunmaktadir. IBun en 6nemlilerinden biri

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumlu ofgunatyonS-transferaz enzimidir.

Glutatyon Stransferaz metabolizmada birka¢ mekanizmayla legrabenobiyotiklerin
uzaklatirimasini sglayan cok ©6nemli bir role sahiptir. Bu enzim elekilik
ksenobiyotiklerin, indirgenmi glutatyonla (GSH) konjugasyonunu gercaliterek
inaktif hale getirdikten sonra viicuttan atilmalaseslamaktadir (Glverciet al. 2008)
GlutatyonS-transferaz izoenzimleri cok sayida gen lokosurgtartezlenen ve molekiil
kitlesi 25 kDa civarinda olan homodimerik ve hedereerik proteinlerdir. Her bir alt
unite, iki farkh fonksiyonel bélgeden alan bir aktif konuma sahiptir. Bu fonksiyonel
bdlgeler, fizyolojik subsrati [@ayan G bolgesi ile yapisal olarak farkli elektli&fi
substratlari bglayan hidrofobik H bdélgesidir. GST izozimlerinin,idnofobik H-
bdlgesindeki aminoasit kompozisyonunun farkliliksggimesi, enzim ailesinin substrat
¢ssitlili ginin nedenidir. GlutatyonStransferazlar canlilarin, istemli ya da istemsiz
olarak maruz kalgg ksenobiyotiklerin glutatyonla konjugasyonuniglegarak daha az
toksik metabolitlere doniimini gercekigiren faz-11 detoksifikasyon enzim ailesinin
dyesidirler (Armstrong 1997; Strangeal. 2001; Hayest al. 2005)

Canlilar icin bu kadar 6nemli olan glutatyditransferaz enzimi ilk olarak sigan
karacgerinde tanimlanmgtir (Boyland and Chasseaud 1969). Daha sonra GST'le
insan, fare, @iIr ve sicanlarin dgsik dokularindan saftdirilarak yapilari, fonksiyonlari

ve metabolik 6zellikleri kapsamli bgekilde calgiimistir (Hee-Joongt al. 2005).

Bu calsmada gokkgagl alabalik eritrositlerinden glutatyos-transferaz enziminin

afinite kromataografisi ile safjariimasi, karakterizasyonu, bazi kinetik 6zellrihen
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belirlenmesi, bazi metal iyonlari ve antibiyotikierenzim aktivitesi Uzerine etkileri
belirlenmeye cafilmistir. Bu amagcla Erzurum Atatiirk Universitesi  Alalali
Ciftligindeki baliklardan hemen kan alinip antikoagulargdde ihtiva eden tuplere

konularak sguk zincir kuralina uygun olarak laboratuarimizargeti stir.

Saflatirma slemi, Toriboet al. (1996) ile Guverciret al. (2008) uygulad prosedure
gore hemolizatin hazirlanmasi ve glutatyon-agarozit@ jel kromatografisi olmak
Uzere iki aamada gerceksérildi. Glutatyon-agaroz afinite kolonu GST’lerin
saflgtirilmasinda etkin birsekilde kullanildgindan saflgtirma sirasinda bu afinite
kolonu kullanildi. Bu yontem, saffarma suresinin az olmasi ve saflama esnasinda
aktivite kaybinin dglk olmasi gibi avantajlara sahiptir. Bu saflema prosediri
sayesinde GST enzimi 3-4 saat gibi kisa bir sure8i®&4 EU/ mg protein spesifik
aktiviteye sahip %59 verimle 11.026 kat sstilaldi (Cizelge 4.1). Enzimi saf§armak
icin hemolizata dnce noétral tuz (Amonyum sulfatktgimesi uygulandi. Ancak her bir
araliktaki tuz konsantrasyonunda hem c¢okelektekin heée supernatanttaki enzim
aktivitelerinin tutarsizii ve bu glem sirasinda enzim aktivitesinin ¢cok buyuk bir
kismini kaybetmesi nedeniyle safiama sleminde bu gama uygulanmadi. Literattrde
de bizim kagilastigimiz bu duruma benzer sorunla wksildigr rapor edilmgtir
(Tamakiet al.1989; Guverciret al. 2008). Huanget al. (2008) bir balik tirinin olan
(monopterus albus) kargerrinden GST enzimini glutatyon-sepharose 6B afinite
kolonuyla ile saflstirip karakterize etngierdir. Enzimi, 13,07umol/ mg spesifik
aktiviteye sahip %14 verimle 300 kat safiemiglardir. Yine benzer bir ¢gimada, kedi
baliginin bairsak mukozasindan GST enzimini glutatyon-agaroatafkolonuyla 107
umol/ mg spesifik aktiviteye sahip %87 verimle 10@t ksaflatirdiklarini rapor
etmilerdir (Bernardet al. 2000). Saflgtirmadan sonra enzim sdifinin kontroll icin
SDS-PAGE yapildi ve tek bant elde edil@ekil 4.2). Elde edilen tek bant, spesifik
aktivite ve saflgtirma katsayisina bakilarak, uygulanan metodustiamgacilar icin
uygun bir metot oldgu goralda.

Glutatyon Stransferaz enzimi icin yagimiz karakterizasyon camalarinda enzim

optimum pH’'si 0,5 M potasyum fosfat tamponuyla d|arak belirlendi $ekil 4.7).
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Optimum pH belirleme c¢aimalarinda artan pH'nin (7,5-9,0) GSH ile CDNB’nin
enzimatik olmayan konjugasyonlarini artgiddisundigiimiz igin yuksek pH daki

Olcimlerin faydali olmayaga kanaatine vardik.

Huanget al. (2008) bir balik tirt olan (monopterus albus) ka@rinden elde ettikleri
GST enzim aktivitesinin maksimum olgiw pH'y1 7,0-7,5 olarak gdzlemlegherdir.
Bununla birlikte Hamedet al. (2004) yaptiklari bir cagmada glutatyorStransferaz
enzimini Tilapya Qreochromis niloticus) balginin karacgerinden saflgtirilip enzimin
optimum pH’sini 8 olarak belirlediklerini rapor eterdir. E.coli ekstraktlarindan GST
enziminin saflatirildigl bir calsmada enzimin optimum pH’si 7,0 olarak belirlegtni
(hzuka et al. 1989). Goruldgu gibi farkh kaynaklardan safjarilan glutatyon S

transferaz enziminin optimum pH' si 7,0-8,0 aragioldbilmektedir.

Gokkusag! alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi aktivitesi Uzerine optimum
iyonik siddetin etkisi, enzim aktivitesinin optimum olgiw potasyum fosfat tamponunda
10 mM olarak belirlendigekil 4.8).

GoOkkuwsag! alabalik eritrositlerinden elde dglitmiz GST enzminini stabil pH’sini
belirlemek amaciyla, optimum iyoniddete sahip potasyum fosfat tampon (pH: 5,3-
7,8) cozeltisi kullanilarak enzimin gosteidaktiviteler, 12 saatte bir spektrofotometrik
olarak o6lc¢uldu ve enzimin stabil olgu pH deerinin 7,3 oldgu belirlendi §ekil 4.10).

Enzim aktivitelerinin maksimum ol bir sicaklik dgeri vardir. Bu sicak@n diinda
enzimin aktivitesi azalmaya flar ve enzimin ¢ boyutlu yapisinda bozulma meydana
gelir. Calgmamizda gokkgagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enziminin
optimum oldgu sicaklgl belirlemek icin 6C ile 70C arasinda her 2G’ de bir enzim
aktivitesi spektrofotometrik olarak olcildi ve aptim sicakigl Sekil 4.9’da goruldgi

gibi 30°C olarak belirlendi. Onceki ¢camalarda Huangt al. (2008) monopterus albus
balik karacgerinden saflgtirdigi GST enziminin optimum sicakini 45C, Turkanglu
(2007) insan kan serumdan saffledigl enzimin optimum sicaliini 65'C olarak rapor

etmislerdir. Sekil 4.9’ da gorildgu gibi enzim 76C gibi yilksek bir sicaklikta bile
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aktivitesini kaybetmemesi enzimin bazi canl dokuda sicaklia kagl stabil
oldugunu gostermektedir ki bu gauiil Onceki cakmalarda destekler niteliktedir.

GoOkkwagl alabalik eritrositlerinden saffardigimiz GST enziminin alt birimlerinin
molekdl kutlesini belirlemek icin SDS-PAGE yontekaillanildi. Sekil 4.2'de verildgi
gibi eritrosit numunesi ile standart proteinler SBAGE’'de ayni anda yurutaldi. Hem
enzim numunesinin hem de standart proteinlerimd®erleri hesaplanarak log Ry
standart grafii cizildi ve Sekil 4.3'de verildi. Daha sonra standart grafikten
faydalanarak alabalik eritrosit GST enziminin dtirblerinin molekdl kitlesi 23 kDa
olarak belirlendi. GOokkgagl alabalgl eritrositlerinden elde edilen GST enziminin tabi
halinin molekdl kutlelerini belirlemek icin Sephad&-100 jel filtrasyon kromatografisi
yapildi. Kolondan standart proteinler ve enzim nuaesi birer birer gecirildi§ekil 4.4-
4.5). Daha sonra log MK, standart grafi cizildi ve Sekil 4.6’da verildi. Bu grafikten
faydalanarak enzimin tabii halinin molekil kiutlgst kDa olarak belirlendi. Sephadex
G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile belirlenenolekll kutlesi, SDS-PAGE ydntemi
ile belirlenen molekil kitlesi gerleri ve SDS-PAGE fofgrafi birlikte yorumlanarak

enzimin homodimer oldiu sonucuna varilmioldu.

Literatirde farkhl kaynaklardan elde edilen GST iemzin molekidl katlesinin
belilenmesi ile ilgili bircok cakma mevcuttur. Orngn; gokkwagl alabalik
karacgerinden saflgtirllan GST enziminin molekul kitlesi 23 kDa (honoér) olarak
belirlenmitir (Riol et al. 2001). Buna ek olarak E.coli'den izole edilen G&&iminin
molekil kutlesi yaklgik olarak 22,5 kDa oldtu bildirilmistir (hzuka et al. 1989).
Baska bir calsmada kefal ba karacgeri GST enziminin molekdl kitlesi 23 kDa
(homodimer) olarak bulunmgtur (Barcenaet al. 1997). Hiratsukaet al. (1990)
yaptiklari bir caymada rat karagerinden saflgtirdiklart GST enziminin molekdil
kitlesini 26 kDa olarak bulmglardir. Bunun yani sira yillan bglikaracgerinden elde
edilen GST enziminin molekdl katlesi 22,3 kDa (hatmoer) old@gu gorulmigtir
(Novoa et al. 2004). Sgir eritrositlerinden ve gir beyninden saftdirilan GST
enziminin molekdl katlelerinin sirasiyla 27 kDa ¢thodimer) ve 24 kDa (homodimer)
olduklar1 rapor edilmitir (Young et al. 1989; Guvercinet al. 2008). Ayrica, insan
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bobrezinden elde edilen ve molekul ktlesi 26,5 ile 24)akcivarinda olan farkl iki alt
birimden olgan GST izoenzimlerinin vagina da rastlanngtir (Singhet al. 1987).

Enzim kinetginde Ky deseri enzimin subsrata olan ilgisinin bir gostergésid
Arastirmamizda gokkgagl alabalik eritrositlerinden saffardigimiz GST enzimi icin
kullandgimiz GSH ve CDNB subsratlari icilj\Kve Vmax dgerleri belirlenmgtir. Bu
amagcla sabit CDNB konsantrasyonunda, 5 farkli GSidskntrasyonu kullanilarak
spektrofotmetrik olarak enzim aktiviteleri beliridin Lineveawer-Burk graii cizilerek
bu grafikten GSH subsrati icinyKve Vnax deserleri hesaplandiSgkil 4.11., Cizelge
4.6). Enzimin dger subsrati olan CDNB igin ise sabit GSH konsagtvasnda, 5 farkl
CDNB konsantrasyonu kullanilarak spektrofotometridtarak enzim aktiviteleri
belirlendi. Lineveawer-Burk gragfi cizilerek bu grafikten CDNB subsrati icinyKve
Vmax degerleri hesaplandiSgkil 4.12., Cizelge 4.6). GSH icin\Ksabiti 0,0395 mM,
Vmax deseri ise 0,0328 EU/mI olarak hesaplandi (Cizelge.40DNB icin Ky sabiti
0,2590 mM, Viaxdegeri ise 0,0655 EU/mI olarak belirlendi (Cizelge }.Elde edilen
sonuclara gore gokkegl alabalik eritrosit GST enziminin dahasdé Ky sabitine

sahip olan GSH substratina ilgisinin daha fazlag@ldgorulda.

Bir balik tirt olan monopterus albus kagaeinden saflgtirlan GST enzimi Uzerine
yapilan kinetik caimada enzimin subsratlari olan GSH ve CDNB icip Kabitleri
sirasiyla 0,20 mM, 0,28 mM olarakn¥ dezerleri ise 7,57umol/ mg, 15,68umol/ mg
protein olarak belirlenngiir (Huang et al. 2008). Hamecdktt al. (2004) yaptiklari bir
calsmada GST enzimi tilapya Ofeochromis niloticus) baligi karacgerinden
saflgtirilmis ve enzimin subsratlari olan GSH ve CDNB icify Isabitleri yaklaik
olarak 0,35 mM ve 0,42 mM oldunu rapor etmgierdir. Literatirde, yukaridaki
calismalara ek olarak bircok catnada GST enziminin GSH subsratina ilgisinin daha
fazla oldgu rapor edilmgtir (hzuka et al. 1989; Gadagbuwet al. 2000; Glverciret al.
2008).

Proteinlerin yapisini okiuran amino asitler, R gruplarinda ihtiva ettikléynksiyonel

gruplar tizerinden reaksiyonlarini gercakitirler. Ornesin sistein -SH ve tirozin -OH
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gruplar Gzerinden tepkime verirler. Sistein eséktanda da olsa@r metal iyonlarina
maruz birakildii zaman merkaptanlar siekkil eder. Sistein birgok enzimin aktif ve
katalitik bolgelerinin cok 6nemli bir bijenidir. Bu tip enzimler A§ve Hg? gibi agir
metal iyonlariyla etkilgrse -SH (zerinden merkaptanlar meydana gelir van@n
katalitik fonksiyonunda azalma olur hatta bu dnelkaybedebilir (Keha ve Kifrevigu
2004).

Cessitli yollarla sucul ortamlara katilan kirleticilgiAgir metaller, tarim ilacglari, bécek
ilaclar, vs. ) ya dgrudan ya da besin zinciri yoluyla canlilarn olumsalarak
etkilemektedir. &ir metaller enzim olarak gorev yapan proteinletititsdril gruplarina
baglanarak enzim aktivitelerinde inhibisyona sebep aktadir (Kakkar and Jaffery
2005). Asir metallerin ¢cok az miktari bile canl organizmazarar veren maddelerin
basinda gelmektedir. Air metallere maruz kalmak cevresel toksikolojinimetnli bir
problemidir. Bazi metaller ise canlilar igin cokyati 6neme sahiptir, orgen kursun ve
demir gibi metaller metabolizma icin kritikk gérewlan enzimlerin biyolojik

fonksiyonlarini yerine getirmeleri icin gereklidifekmanet al. 2008).

Cok az miktarlari bile zararli olan maddeler sagilada belki ilk siralari alacak olan
agir metallerdir. Krom (Cr), kadmiyum (Cd) gibga metaller besin zinciriyle girdikleri
canli bunyelerinden atilamadiklari igin baliklariayolojik olarak birikime neden
olurlar. Bunyede belirli sinir konsantrasyonlargniiraasi halinde toksik etki yapar ve
hatta 6lime neden olabilirler. Bu birikim balikiatkan parametrelerine de etki eder ve
fizyolojik bozukluklara neden olur (Sehgal and Saxel986). Baliklarin oksidatif
toksisite mekanizmalari ve oksidatif streseskanlusturduklar yanitlar memelilerle
benzer oldgundan oksidatif stres catnalarinda uygun model organizmalar olarak
kullaniimaktadir (Almeida 2002).

Butun organizmalar @ar metallere maruz kalmaya oldukca duyarlidir. Qiirdgir
metaller endistriyel ve tuketici atiklan vasitdsigu kaynaklarina kolaylikla girebilir.
Suda bulunan metal iyonu besin zinciri yoluyla bkganl igin toksiktir. Ozellikle @r

metaller insanlarin protein kayglaolarak en fazla tikettikleri baliklar vasitasiyla
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vilcudumuza girmekte ve atilamayarak biyobirikimeegeolmaktadir. Bunun sonuglari
ise gunumizde tagtimaz boyuttadir. Bu ylzden,g@ metal iyonlarinin enzim

aktiviteleri tGzerine etkilerini anlamak oldukca ém&azanmaktadir.

Gokkusagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzim aktivitesi Uzerine gugai
krom, magnezyum, kadmiyum, nikel, aliminyum ve namtuzlarinin inhibitér etkileri

incelendi.

Calismamizda A§, Cd™, Cr?ve Mg metal iyonlarinin inhibisyon etkisi gosterdikleri
tespit edildi. Gokksag! alabalik eritrositlerinden saffiarilan GST enzim aktivitesini
yariya diguren inhibitér konsantrasyonu gdstergesi olagy Weserlerini belirlemek icin
%aktivite-[I] grafikleri cizildi (Sekil 4.16-4.19). Bu grafiklerdeki denklemler yardyha
ICso degerleri hesaplandi. Metal iyonlarinin dCdeserleri kiicukten biyge dagru
siralandginda Ag<Cd"™<Cr?<Mg*? seklinde oldgu goériilmektedir (Cizelge 4.15).

Arastirmacilar, gecmi yillarda farkli enzimler Uzerine ga metal iyonlarinin
istenmeyen etkilerini siklikla rapor etgt@rdir. Ornggin Ekinci ve arkadgari (2007)
kursun, bakir, kobalt @&r metallerinin sitozolik insan karbonik anhidraxé 1l enzim
aktivitesi Uzerine inhibisyon etkilerinden bahseferidir. insan eritrositlerinden
saflastirilan glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi tizerPig?, Hg™, Cu, Cd?, , Fe®ve
Al metal iyonlarinin inhibisyon etkileri agriimistir. Bu aratirma sonucunda metal
iyonlarinin 1G, degerleri sirasiyla 0,011; 0,020; 0,0252; 0,0373; 9,28 0,229 mM
olarak belirlenmitir (Cobanet al. 2007). Tekmaret al. (2008) gokkgagi alabalik
karacperinden saflgtirilan glutatyon rediiktaz enzimi lzerine*BtHg™, Cu? Cd?
Fe™ ve AI"® metal iyonlarinin etkilerini incelemive bu iyonlarin enzimi inhibe

ettiklerini rapor etmilerdir.

lizukaet al. (1989) E.coli GST enzim aktivitesi Uzerine bazitah&onlarinin etkilerini
incelemek icin yaptiklari camada F& ve zn? iyonlarinin  1mM'lik
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesini yakkaolarak %47 ile %6loraninda inhibe

ettigini Ca'?, Mg, Co?, Mn*? ve Ni*? iyonlarinin ise inhibisyon etkisi yapmaghi
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gozlemlemglerdir. insan kan serumundan saflalan GST aktivitesi lizerine Cg
Hg™ ve Ni*? agir metal iyonlarinin etkileri incelenmive bu metal iyonlarinin enzimi
30 uM, 73 uM, 42 uM konsantrasyonlarinda enzimi inhibe ettikleri realilmistir
(Tarkanglu 2007).

insan eritrositlerinden saffarilan bazi enzimler tizerine €rmetal iyonunurin vitro
etkisinin incelendii bir calsmda, Cf® metal iyonunu glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesini anlaml birsekilde artirirken, glutatyon rediktaz aktivitesemzaltmakta,
glutatyon Stransferaz ve katalaz enzim aktivitelerinde ise btki yapmadiini
belirlenmitir (Al-Mustafa 2006). Pandegt al. (2008) Cu, Cd, Fe ve Ni metallerinin
Channa punctata'nin solungaclarinin CAT, SOD ve GST gibi antioksid enzim

aktivitelerini zamanla azalttiklarini gézlemlesherdir.

Gokkusagl alabalik eritrositlerinden saffiarilan GST enzimi Uzerine inhibisyon etkisi
gosteren A§ Cd? Cr? ve Mg? metal iyonlar icin K sabitlerinin belirlenmesi
isleminde  Lineweaver-Burk grafiklerinden faydalanildi Sonucglarin  hassas
bulunabilmesi amaciyla her inhibitorli gamha icin 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] géeleri elde edilmitir (Sekil 4.23-4.26). Grafik

ciziminde Microsoft-Excel programindan faydalangtm

Ki sabiti kiguk olan inhibitériin enzime ilgisinin fazoldusu disunuldigtinde bu tar
inhibitérlerin enzimi ¢ok daha fazla inhibe edgicaciktir. Gokkygagl alabalik eritrosit
GST enzimi Uzerine inhibisyon etkisi gosteren metgnlarinin (Kj)o sabitleri
kiicukten bilygie dggru Ag' icin 0,0243; C& icin 0,111; CF icin 1,042; Md? icin
65,73 olarak hesaplandi. Gorugii gibi enzim igin bu maddeler oldukg¢a kuguk
konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi gostglendir ve bdylece bu metal
iyonlarinin GST enzimi i¢in potansiyel inhibitérdolklar gorilmektedir. Ayrica cizilen
Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla inhibitorleriinhibisyon tiplerinin yagmasiz
oldugu belirlendi (Cizelge 4.15).
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Yaptigimiz c¢algmalarin sonuglarina bakifginda, detoksifikasyon sisteminde ¢ok
onemli roli olan GST enziminin, metal toksisitel® aktivitesinde azalma meydana
geldigi gorulmektedir. Bunun sonucunda ise canli savumsisteminin buydk olctude

zarar gorecd aciktir.

Bilindigi gibi tedavide kullanilan ilaglarin metabolizmajumsuz etkileyen ¢ok sayida
yan etkileri mevcuttur. Metabolizma bu yan etkilertadan kaldiran veya minimize
eden enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sigtémlicerir. Enzimatik savunma;
glutatyonStransferaz, glutatyon rediktaz, glutatyon perckajciperoksit dismutaz ve
katalaz gibi bircok enzim sistemi tarafindarglaair Senturk et al. 2008). Ozellikle
antibiyotik, analjezik ve antikanser ilaglarininlimdusu ¢ok gery elektrofilik subsrat
grubunun metabolizmasinda rol oynayan glutat$dransferazlar, (Smitlet al. 1977;
Morgenstrenet al. 1988; Hodgson and Levi 1994) endojen ve ekzojagnékli,
elektrofilik bilesiklerin indirgenmg glutatyonla (GSH) konjugasyonunustayarak daha
az toksik metabolitlere dogumuini katalizleyen cokslevli bir enzim grubudur
(Ketterer 1986; Vermeulen 1990; Celik 2003).

Metabolizma icin hayati 6neme sahip olan glutaty@transferaz enziminin
saflagtirilmasi, G¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi, kikete karakteristik 6zelliklerinin
incelenmesi ile ilgili bugline kadar bircok gaha yapilmgtir (Bucciarelliet al. 1999;

Mannervik and Danielson 1988). Ancak yapilan litéraargtirmasi sonucu enzimin
gokkwagl alabalik eritrositlerinden saffariimasi ve enzim aktivitesi Uzerine
gentamisin, amikasin, sefuroksim sodyum, ampisilornidazol ve metranidazol
antibiyotiklerinin etkilerinin incelenmesi ile ilji ¢calismaya rastlanmadi. Balik
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bircok ilae antibiyotgin organizma Uzerinde
olumsuz etkilerinin oldgu bilinmektedir (Ciftci et al. 2007). Besin zincirinin son
halkasinda yer alan insgflonun da bu durumdan gaidan ya da dolayl olarak
etkilenecgi bircok argtirmaci tarafindan kabul edilen bir gercektir. Badanle yapngi

oldugumuz calgma oldukca 6nemlidir.
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Yapilan kinetik c¢akmalar sonucunda inhibisyon etkisi gdsteren gentamis
sefuroksim, amikasinlaglari icin % Aktivite-[l] grafikleri gizilerek Cso dezerleri
sirasiyla 0,568, 1,104 ve 7,637 mM olarak hesabpléekil 4.13-4.15; Cizelge 4.14).
Gentamisin, sefuroksim ve amikasinhibitorleri icin Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek Qekil 4.20-4.22) K sabitleri, 1,506 + 0,176 (yamasiz), 0,915 + 0.490
(yarismal), 6,43 + 3.627 (yagmasiz) olarak belirlenrgtir (Cizelge 4.14). Buna benzer
calsmalar literatiirde de mevcuttur. Ogie, yeni dgum yapms insan plesantasinda
klinik kullanimi yaygin olan ilaglar (Analjezik, &pretik, antimikrobiyal vb.) ile
GST'nin in vitro etkilesimi incelenmg, kullanilan ilaglardan ampisilin antibiygtnin
GST enzim aktivitesini %45 oraninda, novalgigriakesicisinin ise %70 oraninda
azalttg bildirilmistir (Celik et al. 2003). Ancak bu calmada ampisilinin gokkyagi
alabalik eritrosit GST enzim aktivitesi Uzerine vitro inhibisyon etkisinin olmagh

tespit edildi.

Bu calsmada GST uzerine etkileri incelenen antibiyotikleantioksidan savunma
sisteminde yer alan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ghatatyon rediktaz enzim
aktiviteleri tzerine inhibisyon etkileri incelen&reapor edilmgtir (Erat et al. 2005.,
Sentirk et al. 2008., Eratet al. 2003., Erdgan et al. 2004). Orngin; insan
eritrositlerinden safldirilan glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi Uzerigentamisin
sulfate ve ampicillininin vitro etkileri incelenmj ve inhibisyon etkisi gostermedikleri
belirtiimistir (Erat et al. 2005). Oysa yapmioldusumuz bu calmada gentamisin’in
gokkwagl alabalik eritrosit GST enziminde inhibisyona seloédusu tespit edilmtir.
Koyun karacgerinden saflgtirilan glutatyon rediktaz enzim aktivitesi Uzerigkerinde
gentamisin sdlfatinda bulungu alti tane antibiyogin in vitro etkileri incelenm,
gentamisinin inhibisyon etkisi gozlenmestii (Erat et al. 2003). Cakmamizda
gentamisin’in gokkgagl alabalik eritrosit GST enziminde inhibisyona gelmdusu
tespit edildi.

Sefuroksim ve amikasinin de icinde bulugdu bir seri antibiyogin insan
eritrositlerinden safldirilan glutatyon rediktaz (GR) enzim aktivitesietine in vitro

etkileri incelenmy calsma sonucunda sefuroksimin inhibisyon etkisi gosggrd
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amikasinin ise inhibisyon etkisi gosterm@dibelirtiimistir (Senttrk et al. 2008).
Arastirmalarimizda ise her iki antibiygin gokkwag! alabalik eritrosit GST enziminde
inhibisyona sebep olgu belirlendi. Gokkgagl alabalik (Oncorhynchus mykiss)
eritrositlerinden safidirilan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enziakiivitesi
Uzerine tiamfenikol, amikasin, gentamisin ve neBim antibiyotiklerinin etkileri

incelenerek inhibisyona sebep ofdubildiriimistir (Erdoganet al. 2004).

Herhangi bir inhibitérin, inhibisyon etkisini gost@ en etkili parametre jKsabiti ile
ICsodegerleridir (Akylizet al. 2004). Gokkgagl alabalik eritrosit GST enzimi aktivitesi
uzerine inhibisyon etkisi gosteren ilaclarin dégerlerine bakildiinda (Cizelge 4.14)
hepsinin de GST’'nin guclt inhibitdrleri oldu, ancak en yuksek inhibisyon etkisi
gosteren ilacin sefuroksim sodyum qgidu tespit edildi. Gerek bizim cama
sonuclarimiz gerekse beligtmiz literatir calgmalarinin sonugclari, bu atamada
kullanilan antibiyotiklerin metabolizmadaki enzimlacgin potansiyel inhibitorler
olduklarini géstermektedir. Bu tur ilaglarin GSTzenini inhibe etmesi kadar GST'nin
subsrati olan glutatyonu Ureten enzimleri (glutatyeediktaz) de inhibe etmesi,

detoksifikasyon reaksiyonlarinin ciddi manada akssma yol acacaktir.

Yaptigimiz c¢algmalarin sonuglarina bakifginda, detoksifikasyon sisteminde ¢ok
onemli roli olan GST enziminin, gerek metal tokssi ile gerekse tedavide kullanilan
antibiyotiklerin  belirli  dozajlarinda, aktivitesied azalma meydana geldi
gorulmektedir. Bunun sonucunda ise canli savunrstersinin buydk olcide zarar
gorecei aciktir. Dolayisiyla kinetik cajmalar sonucu elde edilen d&deserlerinin g6z

onune alinmasi Ozellikle metabolizmadaki savunrsgsileri igin gok 6nemli olacaktir.
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Sonug olarak bu tez kapsaminda,;

1. Gokkwagl alabalik eritrositlerinden GST enziminin saftdmasi glutatyon-agaroz

afinite kromatografisi yontemi dnerilgtir.

2. Onerilen yontemle enzim saf olarak elde edilmie saflgtirma sonuglarinin

literattirle uyumlu oldgu yapilan literattr agirmalarinda gorulmgidr.

3. Calsma sonucunda gokkasi alabalik eritrosit GST enzimi 16,54 EU/mg protein
spesifik aktiviteye sahip %59 verimle 11.026 kaflagairiimistir. Enzimin saflgi

elektroforezde bulunan tek bant ile tespit edjtmi

4. Saflgtirilan gokkyagl alabalik eritrosit GST enzimi i¢in yapilan kamakzasyon
calismalarinda optimum ve stabil pH 7,3; optimum iyogikdet 10 mM K-fosfat;

optimum sicaklik 3%C olarak belirlenmtir.

5. Gokkwagl alabalik eritrositlerinden saffarilan GST enzimi Utzerine bazi antibiyotik
ve metal iyonlarinin inhibisyon etkileri incelerytni. Bu amacla sefuroksim sodyum,
gentamisin sulfat, amikasin sulfat, ampisilin, matdazol ve ornidazol antibiyotikleri
ile Ag", Cd? Cr? Mg™, Mn*?, Ni*?ve Al"*metal iyonlari ile caliimistir.

6. Bu antibiyotik ve metal iyonlari icin I§ ve K; sabitleri hesaplanmive inhibisyon
tipleri belirlenmitir. Inhibisyon cakmalari sonucunda bu antibiyotik ve metal
iyonlarinin diguk dozlarda GST enzimini inhibe ettigi gozlegtmi GST enziminin

aktivitesinin azalmasi bazi durumlarda hayati tehtigguran sonuclara neden olabilir.

7. Bu nedenle bu enzimin hangi maddeler tarafinddmben edildginin aratirilmasi

oldukca 6nemlidir.
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Ozellikle cevre kirlilginde ¢ok biiyiik bir pay sahibi olargia metallerin ve tedavi
amacl kullanilan antibiyotiklerin gtk dozlarda bile enzimi inhibe etmelerine dair elde
edilen bulgulara bakildinda bu cakmanin literatire 6énemli katkilarda bulungcae

GST enzimi ile ilgili ileride yapilacak ¢camalara sik tutaca! acikca gortlmektedir.
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