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OZET

Yuksek Lisans tezi
INCi KEFALI (Chalcalburnus tarichi) BALIGI BOBREK DOKUSUNDAN
GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
KiMYASALLARIN ENZIM AKTIiVITESI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI
Ayse YILMAZ
Agr1 ibrahim Cegen Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Kimya Anabilim Dah
Damisman: Do¢.Dr. Veysel COMAKLI

Bu calismada, Inci  Kefali (Chalcalburnustarichi) bobrek  dokusundan  GST
(EC.2.5.1.18) enzimi saflastirildi. Saflagtirllan GST enzimi aktivitesi tizerindeki
yuksek toksisiteli metil civa, bazi agir metal iyonlari ve pestisitlerin etkileri
incelendi. Saflagtirma islemi, homojenat hazirlanmasi ve Glutatyon-Agaroz afinite
kromatografisi olmak Uzere iki sathada gergeklestirildi. Enzim aktivitesi Awasthi
yontemine gore 340 nm'de absorbans artigina gore spektrofotometrik olarak o6l¢iildii.
Enzim, %89'luk bir verim ile 335 kat saflastirildi. Enzimin safligin1 kontrol etmek
icin SDS-PAGE yapildi. Saflagtirilan enzimin her bir subsrat igin Kwmve
Vmax degerleri calisildi. GSH subsrati icin Ky : 0,276 mM, Vmax ise 0,161 EU/mI
olarak CDNB substrat1 icin Km: 0,429mM, CDNB Vmax ise 0,207 EU/ml olarak
belirlendi. Enzim aktivitesine etki eden Cu?*, Cr¥, zZn?*, Fe**, Mg?*, Metil civa,
atrazine, diniconazole ve methomyl ICso degerleri sirastyla 2,4 uM-1,5 uM-0,15
mM-10 pM-63 pM-34,5 mM, 9,8 uM-1,3 uM-2,67 uM olarak bulundu.

2019, 78 sayfa
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ABSTRACT

Master's thesis
THE INVESTIGATION OF GLUTATHETIC S-TRANSFERASE ENZYME
AND THE EFFECTS OF SOME CHEMICALS ON ENZYME ACTIVITY OF

PEARL MULLET(Chalcalburnus tarichi)
Ayse YILMAZ

AGRI iBRAHIM CECEN UNIiVERSITY

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIiENCES
DEPARTMENT OF CHEMISTRY
Supervisor: Assoc. Dr. Veysel COMAKLI

In this study, GST (EC.2.5.1.18) enzyme was purified from Pearl Mullet
(Chalcalburnustarichi) kidney tissue. Effects of high toxicity methyl mercury, some
heavy metal ions and pesticides on purified GST enzyme activity were investigated.
Purification was carried out in two stages: homogenate preparation and Glutathione-
Agarose  affinity =~ chromatography. Enzyme  activity was  measured
spectrophotometrically monitoring the increase in absorbance at 340 nm according to
Awasthi method. The enzyme was purified 335-fold in a 89% yield. SDS-PAGE was
performed to check the purity of the enzyme. Km and Vmax values for each
substrate of the purified enzyme were studied. For GSH substrate, Ky : 0.276 mM,
Vmax was determined as 0.161 EU / ml, for CDNB substrate, Kv : 0.429 mM,
CDNB Vmax was determined as 0.207 EU / ml. The ICs values of Cu?*, Cr3*, Zn?*,
Fe3*, Mg?*, methyl mercury, atrazine, diniconazole and methomy! that affect enzyme
activity are 2,4 uM-1,5 uM-0,15 mM-10 uM-63 uM-34,5 mM- 9.8 uM-1,3 uM- 2,67
uM respectively.

2019, 78 pages

Keywords: Glutathione S-transferase; heavy metal; purification; inhibition
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GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler canlida meydana gelen biyokimyasal tepkimeleri katalizleyen
protein yapisindaki maddelerdir. Tiim enzimler protein yapisindadirlar sadece kiigiik
bir grup olan katalitk RNA molekiilleri protein yapisinda degillerdir. Protein
yapisinda olduklari i¢in proteinlerdeki aminoasitlerin dizilimi, enzimlerin belirli bir
konformasyon almalarinda ve ii¢ boyutlu sekilde bulunmalarinda 6nemli bir role
sahiptirler (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Protein yapisinda olan enzimlerin bir ¢ogunun katalik olarak aktif olmalari
kofaktér adi verilen metal iyonlar1 ve organik molekiiller tarafindan saglanir.
Aktivitesi icin bir kofaktore ihtiya¢ duyan enzimden bu grubun ayrilmasiyla olusan
yaptya apoenzim denir. Kofaktoriiyle bulunan enzime ise holoenzim adi

verilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Katalitik gugleri oldukga ylksek olan enzimlerin etki ettikleri maddelere
substrat adi1 verilmektedir. Enzimler substratlarina etki ederek %100 verimle ve yan
tirin olusturmadan reaksiyonlar1 gerceklesirler. Enzimin aktif merkez denilen dzel
bir bolgesi bulunmaktadir. Bu bolgeye enzimin etki ettigi bilesik baglanir ve

biyokimyasal reaksiyonlar burada gergeklesir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Ayn1 canl tiirlinde aynmi1 tepkimeyi katalizleyen ancak amino asit dizileri,
optimal pH'leri, kinetik Ozellikleri gibi kimyasal ve fiziksel 0zellikler bakimindan
farkli olan enzimlere izoenzim denir. Izoenzimlerin subsratlarina, inhibitorlerine ve
kofaktorlerine ilgileri farklidir. Bu tez kapsaminda ¢alisilan Glutatyon S-transferaz
enzimin GST alfa(a), sigma(c), mi(u), pi(rn), zeta(f), teta (6), kapa(k) ve omega(m)
olarak 8 alt smifi bunlarin da kendi iclerinde bircok izoenzimi tespit edilmistir

(Strange et al. 2001).



Enzimler, ilk zamanlarda Kkatalitik etkilerini Uzerlerinde gosterdikleri ve
"substrat" adi verilen bilesiklerin adlarinin sonuna, "az" eki getirilerek
belirlenebiliyordu. Yeni enzimlerin kesfedilmesi bilim insanlarinin enzimlerin
adlandirilmasinda enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tiirleri dikkate alinarak yeni
bir adlandirmaya ihtiya¢ duyulmustur. Sistematik adlandirmaya gore tepkimeler ve

onlar1 katalize eden enzimler 6 grup olarak ayrilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Enzimler katalizledikleri tepkime tlrlerine gore 6 grupta incelenirler.

1. Oksidoreduktazlar; Oksidasyon ve reduksiyon tepkimeleri, yani
yukseltgenme ve indirgenme tepkimelerini katalize eden enzim grubudur. Polifenol
oksidaz, laktat dehidrojenaz enzimleri bu gruba érnek verilebilir.

2. Transferazlar; Bir atomun ya da atom grubunun bir molekiilden bagka bir
molakiile ya da molakiil grubuna aktarilmasini saglayan enzim grubudur. Glutatyon
S- transferaz buna ornek verilebilir,

3. Hidrolazlar; Baglarin, su katilarak koparildigi  enzimlerdir.
Karbonhidrazlar, proteazlar ve lipazlar 6rnek verilebilir.

4. Liyazlar; Oksidasyon ve hidroliz disindaki baska yollarla baglar1 koparan
veya olusturan enzimler grubudur. Sitrat sentaz, piruvat dekarboksilaz ve adenilat
siklaz enzimleri bu gruba 6rnektir.

5. izomerazlar; Molekiil icerisinde degisiklik yaparak molekiilin optik,
geometrik veya yapisal izomerine doniisiimiinii katalizleyen enzimlerdir. Glukoz-6-
fosfat izomeraz, triozfosfat izomeraz enzimleri 6rnek verilebir.

6. Ligazlar ve Kinazlar; Iki molekiiliin birbirine baglarken enerji kullanan

enzim grubudur. DNA ligaz buna érnektir.

1.2. Enzim Inhibisyonu

Bazi bilesik ve kimyasallarin enzim aktivitelerini “in vivo” veya “in vitro”
olarak azaltmalar1 ve hatta yok etmeleri olayina “inhibisyon” denir. Inhibisyona
neden olan bilesikler de “inhibitdr” olarak adlandirilir. Inhibitorler, enzim-substrat

(ES) kompleksinin normal sekilde olusmasma engelleyerek reaksiyon hizinin



azalmasina neden olurlar. Inhibisyon ¢alismastyla enzimin substrat spesifikligi, aktif
merkezin fiziksel ve kimyasal yapisi, aktif merkezde rol alan fonksiyonel gruplar ve
enzimatik reaksiyonlarin kinetik mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinilebilir. 2 tip
inhibisyon vardir;

Tersinmez (irreversible) inhibisyon: Inhibitor, aktif merkeze kovalent
baglarla baglanarak enzimi inaktive eder.

Tersinir (reversible) inhibisyon: 3 c¢esittir; Yarismali (competitive)
inhibisyon, Yar1 yarismali (uncompetitive) inhibisyon veYarigsmasiz (noncompetitive)
inhibisyon

a) Yarismal (competitive) inhibisyon: Inhibitor (I), molekiil yapis
bakimindan substrata (S) benzer ve enzimin aktif merkezine, substratin baglanmasini
engelleyecek sekilde baglanarak, enzim-inhibitor (EI) kompleksini olusturur. EI
kompleksi iiriine doniisemeyecegi i¢in enzimin aktivitesini azaltir. Ortamdaki
substrat konsantrasyonunun arttirilmasi ile enzimin inhibitére olan ilgisi azaltilarak
inhibisyon ortadan kaldirilabilir. Bylece Vmax degismezken Kwm artar

b) Yar1 yarismali (uncompetitive) inhibisyon: Inhibitorin direkt enzime
degil de ES kompleksine baglandigi inhibisyon tipidir. Bu tip inhibisyonda
kompleksin yapisi bozulur ve Urlin meydana gelmez. Inhibitdr, serbest haldeki
enzime veya ES kompleksine baglanarak reaksiyonu yavaslatir.

¢) Yarismasiz (noncompetitive) inhibisyon: Bu tir inhibisyonda inhibitor ile
substat enzimin farkli bolgelerine baglandigi igin inhibisyon etkisi subsrat
konsantrasyonundan etkilenmez, bu nedenle enzimin Vmax degeri azalirken Km

degerinde bir degisme olmaz.

1.3. Enzim Aktiflik Birimleri

Enzimler biyolojik ortamda ¢ok az bulunurlar ve miktarinin 6l¢imi oldukga
zordur. Ancak optimum sartlarda katalizledikleri reaksiyon hizlar olgiilerek tayin
edilebilir. Genellikle ortamda enzime yetecek kadar substrat bulundugu igin,
substratin azalma miktarini 61¢mek zordur. Bunun yerine olusan maddenin harcanma
veya olusma hizinin 6l¢iilmesi tercih edilir. Optimum sartlarda birim zamanda, belirli

miktardaki substrati {irline doniistiiren enzim miktarina enzim aktivitesi denir.



Enzim aktivitelerini ifade etmede kullanilan birimlerden bazilari1 sunlardir;

Enzim Gnitesi: 25 °C de, optimum sartlarda altinda, 1 dakika siirede, 1pmol
substrati iiriine doniistiiren enzim miktaridir. U ile gosterilir.

Spesifik aktivite: Enzimin saflik derecelerini gosteren spesifik aktivite 1 mg
protein denk gelen enzim unitesi olarak tanimlanir. U/mg protein olarak ifade edilir.

Molar aktivite (turnover sayisi): Tek bir enzim molekilinin 1 saniyede
Uriine doniistiirdigii substrat molekilinin sayisidir.

Katal: 1 mol substrati 1 saniyelik surede ve optimum sartlarda Urline

doniistiirecek olan enzim miktari olarak tanimlanir.

1.4. Glutatyon (GSH)

L-glutamat, L-sistein ve L-glisin aminoasitlerinden meydana gelen disuk
molekdl agirhikli bir tripeptiddir (Kanat vd. 2014). Ayrica prokaryodik ve 6karyodik
hicrelerde, hucre ici serbest haldeki siilthidril gruplarmin biiyiik bir kismini
olusturan en 6nemli tiyoldiir. Diger peptitlerden farkli sekilde birlestiginden dolay1
protein yapisinda degildir. (-SH) grubu, toksik bilesiklerin, metabolitlerin ve
epoksitlerin elektrofilik merkezlerine baglanarak onlar1 detoksifiye eder (Parkin
2005). Genetik bilgiye ihtiyag duymadan sentezlenen glutatyon organizmada serbest
radikallerin ve cesitli toksik maddelerin zararsiz hale getirilmesini saglayarak

hicrenin antioksidan savunmasinda gorev yapmaktadir ( Piner 2005; Kanat 2014).

SH
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Sekil 1.1. GSH molekdlindn yapisi



GSH seviyesindeki artis ve azalis, hiicresel islevlerin korunmasinda 6nemli
bir role sahiptir. GSH dlzeyi detoksifikasyon durumunda ve oksidadif stresin
yukselmesi halinde azalabilmektedir. Oksidatif stresin devam etmesi halinde GSH
/GSSG oran1 adaptif mekanizmalarin etkisiyle oksidatif strese karsi koyabilmek igin
artiga gecebilir. Bundan dolay1 da GSH, gevresel kirliligin etkilerini belirlemek igin
bir parametre olarak kullanilmaktadir (Zhank 2005; Husak 2016).

GSH molekiilii daha ¢ok karacigerde sentezlenmekte ve %40’a yakin miktari
merkaptirik asit olarak safra yoluyla disar1 atilmaktadir. GSH diyetteki
ksenobiyotiklere karst viicudu korudugu gibi, bagirsak limenindeki lipit
peroksidasyonunu da 6nlemekte ve bagirsak epitelyumunu oksijen radikallerine kars1
savunmaktadir (Maher 2008).

1.5. Detoksifikasyon

Toksik maddeler, epoksitler ve metabolitler gibi ksenobiyotiklerin zararli
etkilerinin ¢esitli enzim veya molekiiller yardimi ile zararsiz hale getirilerek viicuttan
atilminin gergeklestirildigi mekanizmalardir. Detoksifikasyon tepkimeleri; faz I, faz
Il ve faz I11 olmak Uzere ii¢ asamada gergeklesmektedir (Hayes et al. 2005).

Karsinojenler, sirastyla Faz I reaksiyonlar: ile ya reaktif olmayan {irlinlere
yikilarak viicuttan dogrudan atilirlar ya da Faz II konjugasyon reaksiyonlariyla daha
reaktif metabolitlere ugratilarak idrar, safra ve ter yoluyla viicuttan disari atilirlar

(Kilig 2013).

Faz 1 reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz olaylarini igerirken;
Faz II reaksiyonlari ise ¢esitli konjugasyon ve sentez olaylarini icermektedir (Nejat et
al. 2009) Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu iki fazin temel amaci bu zararh
bilesiklerin polaritesini arttirarak suda ¢oziinebilen ve safra ile bobreklerden daha

kolay atilmalarini saglayan triinler haline dontistiirmektir (David et al. 2010).

Ksenobiyotiklerin atilmayip viicutta birikmesiyle DNA hasari, doku hasart,



mutasyon, hiicre yaglanmasi, kanser gibi metabolik ve kalitsal rahatsizliklar ortaya
cikar. Faz II tepkimelerinde GST enzimi tarafindan faz I’de olusturulan maddeler
hidrofilik maddelere cevrilip viicuttan atilmaktadirlar (Yu 2018). Faz IlI'te ise genel
olarak suda daha ¢ok eriyebilen polar olmayan ksenobiyotikler ile daha az toksik
olan metabolitlerin hiicreler tarafindan eliminasyonu gerceklesir (Yu 2008; Yiiksel
2015). Enzimatik bir siire¢ olan detoksifikasyon, zehirli maddelere karsi viicudu
korumanin dogal yoludur. Ksenobiyotiklerin nétralizasyonu ig¢in iki asamada

gergeklestirerek daha az zararl hale getirir (Jaiswal 2012).

Cok reaktif ve stabil olmayan serbest radikaller diger molekiillerle elektron
aligverigi yapabildiklerinden dolay1 viicutta indirgeyici veya yukseltgeyici olarak
davranirlar (Mercan 2004). Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona bulunduran, kararsiz yapili, kisa Omiirlii, molekil agirliklar1 disiik
olmasma ragmen ¢ok etkili olan molekdllerdir. Cevresel Kirleticilerin énemli bir
parcasi olan bazi metal iyonlari kendileri dogrudan radikal degildir ancak serbest
radikal olusumuna sebep olmaktadirlar. Olusan bu serbest radikallerin oksidan denge
lehine bozulmasiyla canlilar i¢in bir¢ok patolojik durumun olusumuna sebep olan

oksitadif hasarin meydana gelmesini saglarlar (Abdollahi 2003, 2004).

Serbest radikaller viicuttan atilmadiklarinda ¢ok biiyiikk hasarlara sebep
olabilmektedirler. Bu hasarlardan bazilari; hlicre membrant proteinlerini yikip
hicreleri o6ldurmek, membran lipit ve proteinlerini yok edip hiicre membran
esnekligini azaltmak, hiicre fonksiyonlarin1 engellemek, c¢ekirdek membranini
yararak niikleustaki genetik materyale etki edip DNA’y1 kirllma ve mutasyonlara
actk hale getirmek, bagigiklik sistemindeki hicreleri yok edip veya onlarin
fonksiyonlarini bozup etkisiz hale getirerek bagisiklik sisteminin etkisini azaltmak

olarak verilebilir (Sarybayev 2013).

Serbest radikaller; ilag ve toksinlerle olusan tepkimeler, kursun zehirlenmesi,
agir metal nefrotoksisitesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, karbon tetrakloriire bagl
karaciger hasari, glomerulonefritis, hepatit B, iskemi ve reperfiizyon, Vit E eksikligi,

kanser, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi, arteroskleroz, pankreatitis ve



romatoid artrit gibi bir ¢ok hastaligin patolojisinde etkilidirler (Cross 1987; Ozdem
1994; Mercan 2004). Ayrica oksidatif stres insanlarda alzheimer, parkinson, romatoid
artirit, diabetes mellitus gibi rahatsizliklar meydana getirir ve vicutta birikmesiyle de

hiicrenin tamir yetenegini bozup yaslanmaya da sebep olur (Caylak 2011).

1.6. Glutatyon S-Transferaz (GST) (EC.2.5.1.18)

Detoksifikasyon metabolizmasindaki son driin olan merkapturik asit
olusumundaki ilk basamagi katalizleyip homeostasiyi saglayan c¢ok islevli bir
enzimdir. Faz Il enzim ailesin bir Uyesi olan GST enzimi ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda 6nemli bir goreve sahiptir. Endojen ve ekzojen toksinlerin
uzaklastirilmasini veya degisime ugratilmasini saglar (Espinoza et al. 2012; Ozaslan
2017; Aksoy 2018).

GST enzimi, glutatyonun ROS gibi elektrofilik ksenobiyotiklere
konjligasyonunu katalize ederek detoksifikasyona ve biyoaktiflige katkida
bulunurlar. Ek olarak, GST'lerin l6kotrienlerin, prostaglandinlerin, progesteronun ve
testosteronun biyosentezinin yani sira tirozin bozunmasinda da gorev yapar. (Hayes

et al. 2005; Awasthi 2006; Espinoza et al. 2012)

Ik kez Boyland ve arkadaslar1 tarafindan sican karacigerinde saflastirilarak
tanimlanmis olan GST enzimi 20.000-25.000 dalton molekiil agirligina ve her biri
200-240 aminoasitten olusan alt birimlere sahiptir (Hayes et al. 2005).

GST enzimi, gevresel kaynakli ve dogal olarak olusan toksik maddelerin
elimine edilmesini ve substrat olmayan ligandlari GSH molekiiliine baglayarak
tasinmalarin1 saglar. Ayrica aym tiir bilesiklerin birbirine kovalent baglanmasini
saglayarak reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, onleyebilmektedir.

(Eaton And Bammler 1999; Kolobe et al. 2004; Aksoy 2018)

GST enzimi hidrofobik substrat baglama bolgesine ve ¢ok sayida izoenzime

sahip oldugu i¢in birgok farkli bilesigin GSH ile konjugasyonunu saglar. Bu enzim



farkli yapidaki pek ¢ok substrati katalizleyebilmektedir: Karsinojenik bilesikler,
cevresel Kirleticiler, ilaglar; laktonlar, alkiller, arilhalidler, kinonlar, epoksitler,
esterler gibi. Bu substratlarin ¢ogu elektrofilik birer merkez tasirlar ve hidrofilik
yapida bulunurlar (Cnubbenet et al. 2001; Coskun 2007; Ozaslan 2014). Bu
ozelliginden dolay1 ¢ok fazla arastirmaya konu olmaktadirlar. Elektrofilik substrat
icin H bolgesi, glutatyon icin G bolgesi olmak iizere birer baglanma bdlgesi tasiyan
iki protein alt biriminden olusmustur (Cnubben et al. 2001; Ozaslan 2014)

“G" domain

“H” domain

Sekil 1.2. GST enziminin 3-D yapis1 (Wu and Dong, 2012).

GST birgok elektrofilik materyalin aktivasyon ve inaktivasyonu igin
gereklidir. Bu enzim toksik bilesiklerin elektrofilik bdlgelerinin indirgenmis
glutatyonun (-SH) grubuyla etkisizlestirir. Uriin olarak olusturdugu merkaptiirik asit
viicuttan idrar yoluyla atilir. (Hayes 2005).
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(Mercapturic acid)

Sekil 1.3. GST enzimlerinin katalizledigi konjugasyon reaksiyonu (Magoma 2013).

GST, oksitif strese karst primer savunma antioksidan sistemidir ve
organizmayt korumak i¢cin ROS (serbest oksijen radikalleri)u daha az reaktif
metabolitlere indirgemektedir. Son yillardaki arastirmalar, oksidatif strese karsi
korunmanin GST genindeki polimorfizmlerle bozulmus olabilecegini ve genis bir

hastalik yelpazesinin gelistirilmesine neden olabilecegini gdstermistir (Safarinejad et
al. 2010)

Glutatyon S-Transferaz Enziminin Simflandirilmasi; Glutatyon S-
transferazlar; bulunduklar1 bolgeye gore mitokondriyal, sitosolik ve mikrozomal
olarak siniflandirilirlar (Ozaslan 2017). Sitozolik GST enzimleri en iyi tanimlanmis

ve en genis tiridlir. ~ Ksenobiyotiklerin ve  endojen  bilesiklerin



biyotransformasyonunda gorevlidirler (Wilce et al. 1995; Landi 2000). Diger bir tiirti
olan mikrozomal GST’ ler (MAPEG), arasidonik asit metabolizmasindan yer alan
GSH’a bagimli transferaz ve izomeraz reaksiyonlarini katalizleyen integral membran
proteinleridir. Mitokondriyel GST’ler peroksizomlarda lokalize olmuslardir.
Mitokondriyal GST’ler ile sitosolik GST’ler ¢ boyutlu yapilart bakimindan
benzerler ve ¢Ozinebilen GST enzimleri olarak adlandirilirlar. Sitozolik GST’ler
farkli dokularda ve miktarlarda bulunabilen pek ¢ok sayida izoenzime sahiptirler
cozlnebilen GST izoenzimlerinin izoelektrik noktalar1 ve aminoasit dizilimleri
birbirlerinden farklidirlar. Mikrozomal GST’ler, (MAPEG) ¢6ziinebilen gruplara
yapisal benzerlik gdstermezler, bu yiizden mitokondriyel GST formlar1 ve primer

yapilari farklidir. (Mannervik et al. 2005)

GST izoenzimleri iki alt {initeden olusan dimer yapisindadir. Bu alt iiniteler
hangi GST tipinin mevcut oldugunu tanimlar. insanlarda bulunan GST enzimlerinden
GST alfa (GSTA), GST mi (GSTM), GST teta (GSTT), GST pi (GSTP), GST zeta
(GSTZ), GST sigma (GSTS) ve GST omega (GSTO) sitozolik; GST kappa (GSTK)
ise mitokondriyel ve perokzizomal olup toplam 8 alt siifta incelenirler. (Strange et
al. 2001; Board et al. 2000; Ladner et al. 2004; More et al. 2004).

Alfa, pi, ve mii GST alt birimleri ilag metabolizmasinda; sigma alt birimi ise
prostoglandin sentezinde gorevlidir. Zeta ve teta formlar1 bitkilerde ve hayvanlarda
bulunurken tau ve pi formlar1 ise sadece bitkilerde bulunmaktadir (Rowsey et al.
2001 and Dixon et al. 2002).

Anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinden dolayr bobrek dokusu
cevresel kirleticiler ve ksenobiyotikler igin hedef organlardan biridir. Bobreklerde
kan akisinin fazla olmasi, ksenobiyotik tastyicilarinin ve onlart metabolize eden
enzimlerin varligi ile idrar Oretimi sirasinda ksenobiyotik metabolitlerinin
yogunlagtirilmasi bobregin hedef organ olmasinin baska sebepleridir (Van Vleet and
Schnellmann 2003). Bdbrek dokusunun bu 6zellikler ¢alismamizda kullanmamizda

etkili olmustur.
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1.7. Agir Metaller

Agir metaller dogal dengeyi bozan en etkili cevresel faktorlerdendir. Agir
metaller genellikle sanayi alaninda kullanildiktan sonra atik olarak dogaya terk
edilmektedir. Son yillarda artan endistriyel gelismeler deniz cevrelerinin agir
metaller ile kirletilmesine ve bu kirliligin besin zincirine de yansimasina sebep
olmustur. Canlilarin su ve besinler yoluyla blnyelerine aldiklar1 agir metaller
birikerek bitin yasam faaliyetlerine zarar vermekte ve canlinin metabolizmasini
degistirebilmektedir (Hu 2000).

Canli bilinyesine farkli metabolik yollarla alinan agir metaller biitiin organ ve
dokularda farkli diizeylerde birikir ve blyuk hasralar meydana getirir. Vicut igin
fizyolojik 6nemi olan metaller viicudun ihtiyact kadari depolanirken fazlasi disari
atilir veya birikerek toksik etki yapar ve enzimlerin yapisini bozar (Yazkan et al.
2004).

Disaridan bir etki olmadig: siirece agir metallerin dogadaki orani diistiktiir.
Giimiis, civa, kursun, kadmiyum ve bakir vb. agir metaller dogadaki oranlari
arttiginda organizmalarda toksik etki yaparak enzimlerde inhibisyona neden olurlar.
Bazi metaller belli konsantrasyonlarda olmak kosuluyla enzimatik faaliylerde
gereklidir. Organik maddelere bagli olan metaller metabolik slrecte kullanilir ve
organik maddelerin bozulmasiyla ¢oziinerek tekrar serbest hale gecgerler ( Balkis and
Algan 2005).

Agir metaller, subletal ortam derigsimlerinden dolay1 baliklarin metal
metabolizmas1 ve detoksifikasyonuyla ilgili olan organlari olan karaciger, bobrek ve
dalakta yiiksek oranda birikmektedir. Baliklarda, agir metalleri baglayarak toksik
etkilerinin azaltilmasinda gorevli olan metallothionein ile glutatyon gibi metal

baglayict molekdller engok karacigerde sentezlenir.

Civa: Insanlik tarihinde 3000 yillik bir gegmisi olan civa ve bilesikleri pek

cok kaynakta yaygin olarak kullanilmaya devam ediyor. Dogada; sanayi, atmosfer,
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toprak, su, fitoplankton, zooplankton, balik ve insan dongusu i¢inde yer alir.

Civa baliklarda ylksek oranda birikir 6zellikle de turna, mezgit gibi karnivor
baliklarda birikir. Baliklarda en fazla karacigerde biriken civanin ¢ok kiiglik dozlari
bile toksik etki yapar. Farkli kimyasal formlar1 farkli diizeyde toksik etki olusturur.
Organik civa bilesikleri genelde organizmaya gida yoluyla alinip akiimulasyondan
sonra kronik toksik bozukluklar ortaya ¢ikarirlar. Baliklarin solungaclariyla ¢ok
cabuk ve blylk miktarlarda anorganik civa tuzlarimi alir ve akut toksik etkisine
maruz kalirlar (D6kmeci 2001; Secer ve Bozkurt 2001; Kaya ve Akar 2002; Dural
2007)

Metil civa (MeHg): Elementel haldeki civanin sucul ortamda bazi
mikroorganizmalar tarafindan olusturdugu organik ve daha toksik olan civa
bilesigidir. Yagda ¢oziindiigiinden dolayr besin zincirinde yiliksek oranda birikir.
Insanlarda néro-davranigsal yani, motor bozuklulara sebep olan tehlikeli bir cevresel
kirleticidir. Ayrica neden oldugu zehirlenmelerde oksidatif stresin olusumunda

onemli bir etki yaptig1 belirtilmistir (Santos et al. 2018).

MeHg gastrointestinal sistemden emilir ve tlim organlarla sistemlere dagitilir,
ancak merkezi sinir sistemi MeHg'nin neden oldugu toksisiteye en duyarli organdir
(Zareba et al. 2007) Bundan dolay: yetisme ¢agindaki ¢ocuklarda daha fazla etkili
olur. Baz1 epidemiyolojik arastirmalara gore dogum Oncesi ve dogum sonrasi

maruziyetten sonra ciddi biligsel bozukluklar olugsmaktadir (Tatsuta et al. 2017).

Cinko (Zn): Bitin canlilarda ¢ok diisiik miktarlarda esansiyel bir iz element
olmasina karsin sucul organizmalarda genelikle ylksek konsantrasyonlarda toksiktir
(Kruger 2002).

300°den fazla enzim ile protein icin gerekli bir metal olan ¢inko prokaryodik

ve Okaryodik canlilarda transkipsiyondan sorumlu olan enzimlerle RNA polimeraz

fonksiyonu icin esansiyeldir (Falchuk 1998).
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Cinko, DNA polimeraz ve timidin kinaz gibi pek ¢ok enzimin de
kofaktoriidii. Bundan dolayr derisimindeki hafif bir artis, DNA sentezini
uyarmaktadir. Eksikliginde ve fazlaliginda DNA sentezinde inhibisyona neden olur
(Brando 1995; Cangul 2002).

Cinko, protein sentezi ile karbonhidrat sentezine katilir. Enzim aktivasyonu,
fotosentez, solunum ve biyolojik membran stabilitesine etki etmektedir (Rout ve Das
2003).

Magnezyum (Mg): Yeryuzunde en fazla denizlerde bulunan magnezyum
metali toprakta farkli bilesikler halinde bulunmaktadir. Havada parlak bir isikla
yanabilen, beyaz ve cok hafif bir metaldir. Bu metal denizlerde yaklasik % 0,13
oraninda MQCl; seklinde bulunur. Yeralti tuz birikintilerinde ve gollerde onemli
magnezyum rezervleri bulunmaktadir (TE-TA Ltd. Sti, Magnezyum, manyezit ve
magnezyum bilesikleri. Tiirkiye sinal kalkinma Bankasi yayinlari, kimya sektorii

arastirmasi, Yayin no: Kimya-2 1979, Ankara).

Magnezyumun sulardaki kullanilabilir normal degeri 50-150 mg arasidir. Asit
yagmurlar1 ve gubrelerin etkisiyle toprakta bulunan magnezyum metali barsaklardan
emilemeyecek tuzlar haline gelmekte ve besinlerle alimi azalmaktadir.

(www.diyetce.com/beslenme/vitaminler/magnezyuml.html)

Bakir: Bakir, enzim aktivasyonunda, lipid metabolizmasinda ve bitkilerde
karbonhidrat metabolizmasinda gorev alan bir elementtir (Kacar ve Katkat 2006).
Bakir kirliliginin pek ¢ok sebebi olmakla beraber en etkili olanlar atmosferik
depositler, pestisid kullanimi, kanalizasyon atiklari, cesitli gibreleri, komir ve

maden yataklaridir.

Bakirin canlilara olan etkisi, canlinin biiyiikligine ve bulundugu kimyasal
forma baghdir. Kii¢iik ve basit yapili canlilarda diisikk konsantrasyonda bile toksik
etki yaparken daha biiylik yapili canlilarda diisiik konsantrasyonlarda esansiyeldir.

Bundan dolay1 bakir ile bakir bilesikleri insektisit, fungusit, mollusid, biosit,
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antibakteriyel madde olmak iizere farkli formlarda tarim zararlilarina ve
yumusakealara karsi kullanilir. Bakir alagimlarindan yapilan bazi maddeler bakirin

antiseptik 6zelligi sayesinde mikroorganizmalarin yayilmasini engeller (Kahvecioglu

vd. 2004).

Bakir sucul canlilar i¢in esansiyel bir metal olmasina ragmen sularda en ¢ok
bulunan toksinlerdenden birdir. Sucul ortamda ytiksek diizeyde bakira maruz kalan
canlilarda tizerindeki baz1 etkileri;

e Baliklar iizerinde biyokimyasal, anatomik, fizyolojik ve davranigsal
degisiklik meydana getirir.

e Biiylimde yavagliga,

e Hiicrelerde yag peroksidasyonuna,

e  Omur hasarlar1 ve nérolojik bozukluklara,

e Kalp atiginda yavaslama buna bagl olarak da hizli oksijen alimi1 ve anemiye,

e Solunga¢ mukozalarinda birikerek strese, solungagta iyon transferinin
yavaslamasina ve hatta 6lime yol acan solunum sorunlarina neden olur.

e Kan ve karacigerde enzim aktivitelerini, hematolojik parametreleri ve plazma

iyon konsantrasyonunu etkiler. (Kruger 2002).

Krom: Dogada ¢ok fazla bulunan krom metali canli viicudunda insulinin
hareketini saglayip karbonhidrat, su ve proteinlerin metabolizmalarini etkilemektedir
(Kahvecioglu vd. 2006).

Diisiik seviyelerdeki krom maruziyetlerinde, cilt rahatsizliklari ve ulser
olusurken uzun sireli krom maruziyetlerinde bobreklerde, karacigerde, kan dolasim
sisteminde ve sinir dokularinda hasar meydana gelir. Krom daha ¢ok sulu ortamlarda
ve sucul canlilarda bulunan bir metaldir. Yilksek diizeyde kroma maruz kalan
baliklarin tiiketilmesi oldukca tehlikelidir (Kahvecioglu vd. 2006).

Kromun Cr*8 iyonu Cr*® iyonuna gore daha cok toksik etkiye sahiptir. Cr*®
iyonunun hava yoluyla alinmasi burun akmalarina, kanamalarina, Ust solunum

yollarinda delinmelere, kasintiya, astimi rahatsizligi olanlarda astim krizlerine ve
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alerjik reaksiyonlara sebep olur (Kahvecioglu vd. 2006).

1.8. Pestisitler

Pestisitler tarimda yabani otlar ve zararlilarla miicadele etmede cok sik
kullanilan kimyasal ajanlardir. Ayrica iiretimin arttirtlmasinda da kullanilmaktadirlar.
Pestisitler ve diger kimyasal ilaglar, diisiik konsantrasyonlarda bile kullanilsalar
hedef organizmay1 ve ayni habitattaki diger organizmalar i¢in olumsuz etkilere neden

olmaktadirlar (Morgan et al. 2005)

Pestisitler, basta baliklar ve memeliler olmak canlilarda antioksidant enzimler
ile lipid peroksidasyonunu olumsuz etkileyip oksidatif strese sebep olurlar (Piancini
et al. 2015; Golombieski et al. 2016).

Pestisidlerin toksisitelerinde serbest radikallerde rol oynarlar. Pestisidler,
oksidatif strese, serbest radikal Uretimine ve antioksidanlarda degisime neden olurlar.
Lipid peroksidasyon, pestisidlerin sebep oldugu zehirlenme mekanizmalarindandir.
Fazla miktarda reaktif oksijen grubunun agiga ¢ikmasi, glutatyon tiikkenmesine yol
acilmasi, selenyum (Se) ve bakir (Cu) gibi baz1 metallerin eksikligi ya da fazlalig1 bu
yetenegi degistirebilir. Boylece aciga ¢ikan reaktif oksijen tlrleri hiicre zarlari, DNA,
protein gibi biyomolekillerin yapilarinda hasar meydana getirir (Kehrer 1993;
Mercan 2004).

Insektisitler, serbest radikal olusturarak ve reaktif oksijen tirlerini ortadan
kaldirarak enzimlerin yapisinda degisiklige ve sonu¢ olarak oksidatif stres

olugsmasina neden olmaktadirlar (Giordano et al. 2007).

Pestisitler organizmada enzimatik olaylara katilarlar. Faz I asamasinda
oksidasyon, rediiksiyon ve kopma; faz Il asamasinda ise konjugasyon
reaksiyonlarma katilirlar. Faz [ asamasinda karacigerde sitokrom P450
monooksijenazlar tarafindan oksidasyona ugrayarak biyolojik yar1 6mrii kisa ve polar

bilesiklere doniistiiriilmektedirler. Faz II asamasinda ise degisime ugrayan pestisitler
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sudaki polariteleri yiksek olan glukuronik asitle veya glutatyonla konjuge
edilmektedir.

Pestisit biyotransformasyonu sonucu biyoaktivasyona ugrayan pestisit
metabolitleri doku makromolekiillerine (DNA, protein) kovalent olarak baglanarak
biyolojik yar1 Omiirlerini artirirlar. Pestisit metabolitlerinin DNA gibi 6nemli hiicresel
makromolekiler veya noérolojik 6nemi olan esterazlara baglanmasiyla onkojenik ya

da norotoksik anormallikleri hizlandirmaktadir.

GST enzimi pestisitlerin toksikolojisinin biyotransformasyonunda; sitotoksik
ve karsinojenik ajanlara karsi hiicreyi korumakla gorevlidir. Pestisit metabolitleri,
glutatyonla konjuge olup inaktiflesirler. GST’nin “mii” izoenzimine pestisitler
kolaylikla baglanabilirler. Pestisitlerin ¢evresel kirleticilerin, kemoterapide kullanilan
ilaglarin ve oksidatif triinlerin detoksifikasyonunda da GST izoenzimleri rol
almaktadir (Kitchin 1984; Kurutas ve Kiling 2003).

Sucul ortamlardaki herbisitlerin  hiicre membraninda birikmesiyle lipid
yapisinda bozulmalar meydana gelir. Protein ile lipid arasindaki hidrofobik
etkilesimin bozulmasindan dolay1 enzim aktiviteleri de degisebilmektedir (Fernandes
2013).

Atrazine: CgH14CINs molekil formaliine ve 215,68 g/mol molekiil agirligina
sahip bir pestisit grubudur. Suda iyi ¢c6ziinen kokusuz, beyaz bir tozdur. Reaktif,

yanici ve ¢ok ugucu degildir. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Sorgum, musir, seker kamisi, lupinler, cam ve okaliptus tarlalar1 triazin
tolarensli kanola gibi bitkilerin yetistigi alanlarda yetisen genis yaprakli yabani
otlarla miicadele etmede kullanilan triazin siifindan bir

herbisittir.(pmep.cce.cornell.edu)

Atrazine, Smirli kullanim pestisitidir (RUP), herkesin kulanimina acik

degildir. EPA tarafindan kullanimi sinrilandirilmis ve 2004 yilinda Avrupa
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Birligi’nde yeralt1 suyu kirliligi sinirlarin asilmasi nedeniyle yasaklanmistir. Avrupa
Birliginde yasaklanmis olmasina ragmen, hala diinyadaki en yaygin kullanilan
herbisitlerden biridir. Atrazine endokrin sistemi bozarak hormonal dengesizlige ve

dogum kusurlarina sebep olmaktadir.(pmep.cce.cornell.edu)
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Sekil 1.4. Atrazine molekiil yapisi

Methomyl: CsH10N2O>S molekil formiline, 162.207 g/mol molekil
agirhgma ve 1,2946 g/cm 3 yogunluga sahip genis spektrumlu bir bocek ilacidir.
Hafif, kiikiirt benzeri bir kokusu olan beyaz kristal bir katidir.( Wang vd.2010)

Karbamat sinifidan bir insektisittir. Karbamatlar, sinir sisteminin duzgln
calismasi i¢in gerekli bir enzim olan kolinesterazi inhibe ederek calisirlar. Methomyl
temel bir sinir sistemi enzimi olan yuksek oranda toksik bir kolinesteraz

inhibitorudur. (pmep.cce.cornell.edu)

Methomyl solundugunda zehirlidir ve solunum yolunun mukozalar1 yoluyla
emilebilir, sistemik zehirlenme ve kolinesteraz inhibisyonu ile sonuclanabilir. Tozun
veya aerosoliin solunmasi, gégiiste sikisma, bulanik gérme, yirtilma, hisirt1 ve maruz
kaldiginda ortaya cikan bas agrilar1 gibi tahrise, akcigere ve g6z sorunlarina neden
olabilir. Kolinesteraz inhibisyonunun diger sistemik semptomlar1 birka¢ dakika veya

birkag saatlik maruziyette ortaya ¢ikabilir (Berg 1986)(pmep.cce.cornell.edu)
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Sekil 1.5. Methomyl molekiil yapisi

Diniconazole: C1sH17CI2N3O Molekil formiliune ve 326.221 g / mol molekiil
agirhi@ina sahiptir. Zirai ilag etken maddesi olan diniconazole Fungisitler grubunda
bulunmaktadir. Kiilleme, pas, rastik, yaprak lekesi gibi hastaliklara tedavi olarak ya

da uzun siireli koruma i¢in kullanilir(http://www.tarimkutuphanesi.com/tarimilaclari).

ClI
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Sekil 1.6. Diniconazole molekdl

1.9. inci kefali

Cyprinidae familyasindan olan inci kefali (Chalcalburnustarichi Pallas,
1811) havza sularinda yasayan endemik bir balik tiiridiir (Akgiil 1980). Van Go6li
havzasinda, basta Van Golii olmak {izere akarsu ve gollerde yasamakta ve dnemli
dizeyde avciligi yapilmaktadir (Duyar 2000; Sari vd. 2004). Inci kefali 12,000
ton/y1l avciligi ile iilkemiz i¢ su baliklar1 {iretiminin % 27’sini olusturmaktadir

(Anonim 2008a).
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2. KAYNAK OZETLERIi

Merkaptirik asit olusumu detoksifikasyon metabolik yolunun son drinddar.
Bu metabolik yolun ilk enzimi olan Glutatyon S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18)
homeostasisi  saglayan ¢ok islevli bir enzimdir. Enzim detoksifikayon
metabolizmasindaki roliinii hiicrelerdeki ksenobiyotikleri Glutatyon (GSH) ile

konjugasyonunu saglayarak yapmaktadir (Andersson 1988; Ar1 2003).

GST izonezimleri ilk defa sigan karacigerinden saflastirilmis olup
siiflandirilmalart subsrat spesifikliklerine gore yapilmistir. GST’lerde yapilan
siiflandirma katalizledikleri reaksiyonlardaki substratlarin fonksiyonel gruplarina
gore epoksit, alken , alkil, aril ve aralkil transferazlar olarak gruplandirilmislardir.
(Both et al. 1961; Boyland and Chasseaud 1969). GST'nin pekgok formunun
saflagtirillip yapisal ©zelliklerinin incelenmesi sonucu i¢ ige gegmis substrat
spesifitelerinin varhig belirlenmistir (Pabst et al. 1973; Askelof et al. 1975; Ozslan
2014).

Mitokondrial, sitozolik ve mikrozomal GST enzim formlarinin
smiflandirilmasinda aminoasit dizisi ve proteinin i¢ boyutlu konformasyonundaki
farkliliklar 6nemli bir kriterdir. Sitozolik GST siiperailesinin sekanst % 40’tan fazla
benzerlik gosterirken digerleri de %20 benzerlik gostermektedirler. Yapilar
bakimindan sitozolik GST enzimleri alfa, beta, delta, epsilon, zeta, theta, mu, nu, pi,
sigma, tau, phi, ve omega olarak alt siniflara ayrilmiglardir. Mitokondrial GST
enzimleri kappa sinifinda bulunurlar. Mikrozomal GST siper ailesi (MAPEG)
aminoasit dizileri I-IV arasi alt gruptan olusur ve benzerlik oranlart %20’nin altinda
bulunur. Insan sitozolik GST enzimi alfa, zeta, theta, mu, pi, sigma ve omega
smifinda bulunurlar. Geriye kalan izoenzimler MAPEG superailesinin 1, 11 ve IV.
siifinda bulunurlar (Eaton and Bammler 1999; Josephy 2010; Oakley 2011).

Comakli ve arkadaslarinin Agr1 Balik Goli alabaligi (Salmo trutta labrax)

lizerine yaptiklar1 ¢alismada karaciger ve solunga¢ dokularindan Glutatiyon S-

transferaz (GST) enzimi glutatyon-agorose afinite kolonu kullanarak saflastirip
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karakterize ederek bazi agir metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini
belirlemislerdir. Inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlarmin inhibisyon giiciinii
belirlemek icin herbir inhibitor icin ICso degerleri ve K sabitleri belirlenmistir.
Calismada karaciger dokusundan saflastirilan enzimin GSH substratinin Km ve Vmax
degerleri sirastyla 0,385 mM ve 0,76 EU / mL olmak tizere; CDNB substratinin Ky
ve Vmax degerleri 0,231 mM ve 0,376 EU / mL. Agir metal iyonlarinin ICso degerleri
sirastyla Hg?* 0,137 pM, Cu?* 0,159 puM, Se** 0,239 uM, AI** 4,08 uM; Ki degerleri
sirasiyla Hg?* 0,038 uM Cu?* 0,044 uM Se** 0,066 uM AP 1,134 uM olarak
belirlenmistir. Solungac¢ dokusundan saflastirilan enzimin GSH substratinin Ky ve
Vmax degerleri sirastyla 0.035 mM ve 0.203 EU / mL ve CDNB'nin ise sirastyla 0.41
mM ve 0.62 EU/mL olarak belirlenmistir. Uygulanan agir metal iyonlarinin 1Cso
degerleri sirastyla Hg?* 0,137 uM, Cu?* 0,140 uM, Zn?* 0,187 uM, Se** 0,388 UM ;
Ki degerleri sirastyla Hg?® 0,0046 uM, Cu?" 0.0047 uM, Zn?* 0,0063 pM, Se**
0,0131 pM olarak belirlenmistir. Ky enzimin subsrata olan iliskisini gosterdigi i¢in
solunga¢ dokusunda GSH'nin GST i¢in daha 1yi bir substrat oldugu belirlenmistir,
Karaciger dokusundaki enzim i¢in CDNB'nin daha iyi bir substrat oldugu
belirtilmistir. Agir metal iyonlarinin her iki dokudan saflastirilan GST enzim
aktivitesi zerindeki inhibisyon etkileri karsilastirilmis olup en diisiik ICso ve K;
degerlerine sahip metal iyonun Hg*? oldugu bulunmustur. Bu bulgulara gore en giiglii

inhibisyon etkisini Hg*? iyonunun gosterdigi tespit edilmistir (Comakli et al. 2015).

Hamed (2004) tarafindan Tilapya (Oreochromis niloticus) baligi karaciger
dokusundan glutatyon-sepharoz afinite kolon kromatografisi yontemiyle GST enzimi
elde edilmigtir. Elde edilen enzimin SDS-PAGE ile molekiil agirligi tayini yapilmis
ve 25,460 kDa protein alt birim olarak; enzime ait optimum pH ise 8 olarak
belirlenmistir. Michaelis-Menten grafiginden yararlanarak GSH ile CDNB

substratlariin Ky degerleri sirasiyla 0,35 mM ve 0,42 mM olarak belirlenmistir.

Canlilardaki antioksidant savunma mekanizmalarina ait parametrelerden olan
glutatyon seviyesi, GR aktivitesi ve GST aktivitesindeki degisikliklerin, sucul
organizmalarda cevresel kirliligi belirlemede kullanilabilecek onemli biyomarkirlar

oldugu arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Doyotte et al.1997).
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Bioaktif bir molekil olarak bilininen curcuminin sucul canlilar i¢in etkisinin
in vivo olarak arastirildigi bir c¢alismada, gokkusagi alabaligina (Oncorhynchus
mykiss) farkli dozlarda curcumin uygulamasi yapilarak bobrek ve dalak dokusundaki
lipid peroksidasyon (MDA) ve redikte glutatyon (GSH) dulzeyi ile glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST)
enzim aktivitelerindeki degisimler incelenmis ve curcumin uygulanan baliklarda
MDA diizeyinin distigi, GSH-Px, GR ve GST aktiviteleri ile GSH dizeyinin ise
arttig1 ifade edilmistir (Yonar vd. 2014).

GST enzimi insan eritrositlerinden glutatyon-agaroz afinite kolon yontemiyle,
%80 verimle ve 1143 kat saflastirilmistir. Spesifik aktivitesi 16,00 EU/mg protein
olarak belirlenmistir. Elde edilen enzimin aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin
inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu kimyasallardan Paclitaxel, cyclophosphamide
ve gemciabine igin ICso degerileri sirasiyla 0,23 mM, 5,75 mM ve 6,35 mM olarak
hesaplanmistir. Ayrica calismada inhibisyon etkisi gosteren kimyasallarin GSH
subsrati varhiginda inhibitor sabitlerini ifade eden K; sabitleri de belirlenmistir.
Paclitaxel ait K;j sabiti 0,182 £ 0,028 mM, cyclophosphamide ait K; sabiti 6,97 + 0,49
mM ve gemciabine ait K; sabiti 6,71 mM olarak hesaplanmistir (Erat ve Sakiroglu
2012).

Van Golii Baligi karacigerinden saflastirilan GST enzimi 29,304 EU/mg
protein spesifik aktivitesi ve %37,36 verim ile 316,11 kat saflastirllmistir. Enzim
aktivitesi spektrofotometrik olarak 340 nm’de Habig metoduna gore olclilmiistiir.
Enzimin molekul ktlesi jel filtrasyon kromatografisiyle 62,35 kDa, alt birimlerinin
molekil kitlesi SDS-PAGE ile 28 kDa ve 33,8 kDa olarak tespit edilmistir. Yapilan
karakterizasyon g¢alismalarinda enzimin optimum pH's1 Tris/HCI tamponunda pH 7,8,
optimum iyonik siddeti 100 mM Tris/HCI, optimum sicaklik 30°C ve stabil pH ise
fosfat tamponunda pH:5,5 olarak belirlenmistir. Ayrica enzimin subsratlari i¢in Km
ve Vmax degerlerine bakilmigti. CDNB substratinin Ky sabiti 0,891 mM ve Vmax
degeri 1,245 EU/ml olarak; GSH substratinin ise, Ky sabiti 0,060 mM ve Vmax degeri

0,562 EU/ml olarak tespit edilmistir. Ayrica sucul ortamda yasayan canlilar igin
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toksik olan metallerin saflagtirdiklar1 enzim aktivitesi iizerine etkileri de
incelenmistir. Metal iyonlarmin ICso degerleri sirasiyla Ag* iyonu igin 0,208 uM,
Cu*? iyonu i¢in 0,163 mM, Cd*? iyonu i¢in 0,235 mM ve Co*?iyonu igin 0,446 mM
olarak hesaplanmistir. Ki sabitleri Ag*icin 1,96+0,69 uM(yarismasiz) Cd*? icin 0,117
+ 0,031 mM (yarismali), Cu*? igin 0,049 + 0,009 mM (yarismali), Co*? igin
0,893+0,3 mM (yarigsmali), olarak hesaplanmustir. ICso degeri en kiigiik olan Ag"
(0,208 uM) iyonun en yiiksek toksik etki yaptig1 rapor edilmistir (Ozaslan 2014).

Van Goli balig iizerine yapilan bir bagka ¢alismada Glutatyon rediiktaz,
(Glutatyon: NADP" oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7, GR) enzimi, Van Goli baliginin
(Chalcalburnus tarichi, P-1811) karaciger ve eritrositlerinden afinite kromatografisi
yontemi ile saflagtirilmigtir. GR enzimi karacigerden ve eritrositlerden sirasiyla 4552
ve 7619 kat olarak saflastirilmistir. Karaciger ve eritrosit GR enzimleri i¢in optimum
sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri aragtirlmis ve sonuglart sirastyla 40-60°C; 8.0-
8.0 ve 50-50 mM olarak bulunmusgtur. Enzimlerin alt birimlerinin molekiil agirliklar
SDS-PAGE ile yapilmis ve 55 kDa olarak hesaplanmistir. Ayrica amikasin, sefazolin,
ivermektin ve kanamisin ilaglarinin Van Goli balig1 karaciger ve eritrosit GR enzim
aktivitesine etkileri incelenmistir. Yarigmasiz inhibisyon etkisi gosteren bu ilaglarin
Ki sabitleri ve ICso degerleri hesaplanmigtir. Van GOl baligr karaciger GR enzimi
icin 1Cso degerleri sirayla 1,63x102 mM, 3,66x102 mM, 5,04x10* mM, 1,88x10%
mM ve K degerleri sirasiyla 1.39x102 M, 1.84x10%2 M, 6.54x10* M, 1.12x102 M
olarak hesaplanmistir. Eritrosit GR enzimi igin ICso degerleri sirayla 2x102 mM,
3,04x102 mM, 7,87x10* mM, 3,18x102 mM olarak ve Ki degerleri sirayla 2.32 x10°
2 M, 4.64 x102% M, 1.19 x10° M, 3.64 x10? M olarak hesaplanmistir (Altun 2010).

Inci kefali (Chalcalburnus tarichi, PALLAS 1811) balig ile ilgili yapilan bir
calismada Van Goli su, sediment ve balik 6rneklerinde Zn, Cd, Cu ve Pb agir metal
konsantrasyonlar1 2006 ve 2007 yillarinda incelenmistir. Arastirma sonunda, agir
metal konsantrasyonunun sediment > balik > su seklinde siralandig1 ve agir metal
birikiminin en ¢ok karaciger dokusunda oldugu gozlenmistir. Kullanilan agir
metallerden ¢inkonun en yiiksek konsantrasyonu gosterdigi ve diger agir metallerin

ise su, sediment ve balik 6rneklerinde degisim gosterdigi belirlenmistir. Su ve balik
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orneklerinde bulunan Zn, Cd, Cu, ve Pb metallerinin kabul edilebilir degerlerin
altinda oldugu belirlenmistir. Golii besleyen su kaynaklar1 ve atik su desarjlarinin

agir metal yoniinden incelenmesi gerektigi diistintilmistiir (Ttirkoglu 2008).

Glutatyon S-Transferaz enzimi Gokkusagi alabalik eritrositlerinden glutatyon
—agarose afinite kromatografisi yontemi ile saflagtirilip karakterize edilmistir. Bazi
metal iyonlar1 ve antibiyotiklerin enzimin aktivitesi Uzerindeki inhibisyon etkisi
incelenmistir. Enzim 16,54EU/mg protein spesifik aktivite ve %59 verimle 11.026
kat saflagtirllmistir. Enzimin safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Enzimin Kmn
ve Vmax degerleri GSH ve CDNB ig¢in ayr1 ayri belirlenmistir. GSH substratinin Knyy
ve Vmax degerleri sirasina gore 0,0395 ve 0,0328 EU/ ml; CDNB icin Km Ve Viax
degerleri sirasina gore 0,259 ve 0,0655 EU/mI olarak hesaplanmistir. In vitro
inhibisyon etkisi gosteren gentamisin silfat, sefuroksim sodyum, amikasin sulfat
antibiyotiklerinin 1Cso degerleri 0,568, 1,104 ve 7,637 mM K sabitleri 1,506 +0,176(
yarismasiz), 0,91540,490 (yarismali) 6,43+3,627(yarismasiz) olarak belirlenmistir;
Ag*, Cd*2, Cr*2, Mg*? metal iyonlarinin ICso degerleri (0,0348), (0,171), (1,042),
(46,33) ve K sabitleri 0,0243 + 0,009 (yarismasiz) 0,1114 £+ 0,052 (yarismasiz)
2,506 + 1,104 (yarismasiz), 65,73+£17,378(yarismasiz) olarak belirlemislerdir
(Comakl1 2011).

Gokkusagi alabalik karaciger dokusunda yapilan bir ¢alismada GST enzimi
afinite kromatografisi metoduyla saflagtirllmistir. Elde edilen enzimin izoformlari
HPLC cihaz1 ve SDS-PAGE yontemi kulanilarak belirlenmistir. HPLC’den alinan
sonuglara gore enzimin farkli izofomlarinin molekiil kiitleleri 25,5 kDa ve 23,0 kDa
olarak belirlenmistir (Riol et al. 2001).

Akkemik (2012) tarafindan yapilan bir c¢alismada hindi karacigeri
kullanilmistir. Hindi karaciger dokusundan afinite kromatografisi metodu
kullanilarak GST enzimi saf halde elde edilmistir. Elde edilen enzimin aktivitesi
Uzerindeki bazi metal iyonlarinin inhibisyon etkilerine bakilmisti. SDS-PAGE
metoduyla enzimin izoformlarinin molekil kiitlelerie 26 kDa ve 24 kDa olarak

belirlenmistir. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak enzimin
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dogal halinin molekiil kiitlesi 53 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin karakterizasyon

calismalar1 yapilip sonuglar rapor haline getirilmistir.

Demirdag (2013) yaptig1 ¢alismada timorli ve timorsiz insan midesinden
saflastirdiklar1 GST enzimi Uzerine bazi agir metallerin inhibisyon etkilerine
bakilmigtir. Calisma sonucunda metal iyonlariin farkli konsantrasyonlarda enzimi

inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Gadagbui (2000) kedi balig1 bagirsak mukozasindan elde ettigi GST enzimi
ile ¢alismistir. Saflastirma yoOntemi olarak afinite kromatografisi kallanilmis ve
karakterizasyon yapilmistir. Glutatyon-agaroz afinite kolonundan enzim 107umol/mg
protein spesifik aktivite ve %87 verim ile 100 kat saflastirmistir. SDS-PAGE yontemi
kullanilarak molekiil kiitlesi tayini yapilmistir. iki alt birimin de 26,7 kDa oldugu
bulunmustur. Enzim kinetigi ¢alismalar1 sonucunda GSH i¢in Ky degeri 0,19 mM ve

CDNB igin Km degeri 0,43 mM olarak belirlenmistir.

Van Golii (Inci Kefali) balig1 solunga¢ dokusundan saflastirilan GST enzimi
lizerine yapilan ¢alismada, glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kullanilarak
enzim % 82,25 verimle 1543,51 kat saflagtirilmistir. Enzimin aktivitesi iizerine bazi
metal iyonlar1 ile baz1 pestisitlerin etkileri incelenmis ve inhibisyon etkisi gdsteren
Al B*3 Ba' ve Se? iyonlar ile Oxamyl, Diniconazole, Carbofuran, Tebuconazole
ve Atrazine pestisitleri icin 1Cso degerleri ve K; sabitlerini hesaplamigtir. CDNB i¢in
Ky degeri 1,0574 mM ve Vmax degeri  0,0373 EU/mI olarak; GSH icin ise Ky
degeri 0,1590 mM ve Vmax degeri 0,0854 EU/mI olarak belirlenmistir. Metal
iyonlarinin ICso degerleri sirastyla A1*3 0,072 mM, B** 0,100 mM, Ba*? 0,082 mM,
Se? 0,083 mM olarak belirlenmistir. ICso deger en kiiciik olan metal iyonu ise 0,072
mM degerle Al*3 olmustur. Pestisitler icin belirlenen 1Cso degerleri sirastyla Oxamyl
0,062 mM, Diniconazole 1,604 mM, Carbofuran 0,0415 mM, Tebuconazole 0,056
mM, Atrazine 0,750 mM ve K; degerleri Oxamyl 0,0024mM, Diniconazole
0,0644mM, Carbofuran 0,0016mM, Tebuconazole 0,0022 mM, Atrazine 0,0301mM
olarak belirlenmistir (Zari¢ 2017).
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Pestisitlerin GST enziminin aktivitesi tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismaya gore; iribaslara konsantrasyonu 1,85-240 mg/L arasinda degisen glifosat
uygulanmistir. Calismada glifosatin asetilkolin esteraz, butirilkolin esteraz, karboksil
esteraz ve GST aktivitesi lizerine etkisine bakilmis, kontrolle kiyaslandiginda tiim
enzimlerin inhibe oldugu goriilmiistiir. GST tliikenmesinin oksidadif strese ve pro-
oksidan ksenobiyotiklerin stotoksitesiyle iligkili oldugu sonucuna varilmigtir

(Hazarika et al. 2003).

Luschchok et al. (2009)’un yaptig1 calismaya gore pestisitlerin etkisiyle
zehirlenen ve oksidadif strese maruz kalan baliklarda GST aktivitesi %29-34

oraninda azaldig1 belirtilmistir (Lajmanovich et al. 2011).

Metal iyonlarinin insan eritrositleri Uzerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada ve in vitro ortamda Cr*® metal iyonunun glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesini artirdigi, glutatyon rediiktaz enzimin aktivitesini azalttigi GST ve katalaz
enzimlerinin aktivitelerinde ise harhangi bir degisiklik olusturmadig tespit edilmistir
(Al-Mustafa 2006).

Baz1 elektrofilik bilesiklerin metabolitlerinin GST aktivitesi iizerindeki
etkilerinin arastirildigi bir calismaya gore; Brombenzen ve karbontetrakloriir
kimyasallart ratlara uygulanmis ve GST enziminin aktivitesindeki degisim
incelenmistir. Sonu¢ olarak karaciger dokusu GST enzim aktivitesinin azaldigi ve

serum GST enzimi aktivitesinin ise arttig1 belirlenmistir (Cetinkaya vd. 1993).

Antioksidan bir madde olan thonningianin A (ThA) bitkisi, Thonningia
sanguinea’dan izole edilmis ve in vitro sartlarda karaciger sitozolik GST enzimiyle
etkilestirilmistir. Yapilan g¢alismlar sonucu bu bitkinin GST enzimi Uzerinde c¢ok

guclu inhibisyon etkisi yaptigi belirlenmistir (Gyamfi et al. 2004).
Agir metal zehirlenmesi {izerine yapilan bir calismada Cd*? ile Mn*2 metal

iyonlar1 sigan karaciger GST enzimi Uzerindeki etkileri incelenmistir. CdCI> (2,5

mg/kg) veya MnCl; (2,0 mg/kg) miktarlar1 tek doz halinde uygulandiginda, bir giin
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sonra enzim aktivitesinde %36 oraninda arttis gozlenmistir (Casalino et al. 2004).

Agir metaller dogrudan sudan almabildigi gibi dolayli olarak baliklar,
omurgasizlar ya da bitkisel besinlerden de alinabilmektedir. Akuatik ortamda serbest
halde bulunan metaller, baliklarda fizyolojik sorunlara yol acabilir ve baliklarin kan
parametrelerine de etki edebilirler. Genellikle agir metaller baliklar1 negatif yonde
etkileyip oksidatif strese sebep olur ve ¢ogunlukla balik 6liimiiyle sonuglanir (Celik
2006).

Yapilan bazi ¢alismalarda diyetteki MeHg'nin %23’e yakini inorganik civa
(Hg) olarak , baliklar tarafindan emilir. dort aylik diyette 5 ve 10 ppm MeHg igeren
besinlerle beslenen baliklarin kaslarinda sirasiyla 1.1 ve 1.3 ppm diizeylerinde MeHg
biriktigi tespit edilmistir. Atlantik somonlar1 igin esik toksik diizeyleri diyette 0,5
ppm MeHg biriktigi tespit edilmistir. Bagka bir ¢alismaya gore Et kafali Golyan
baliklari, yumurtlama parametrelerinde MeHg esik diizeyinin 0,88 ppm'den kiiciik
oldugu goriilmiistiir (Coppock and Nation 2007; Pillay and Kutty 2005).

MeHg'nin hem hayvan hucrelerinde hem de hicre kiltiri sistemlerinde
GSH'yi bagladigimi gosteren bazi ¢alismalar mevcuttur. Yapilan in vitro ve in vivo
calismalar da gosteriyor ki MeHg maruziyeti GSH tilkenmesine neden olmaktadir.
MeHg, GSH ile etkilesime girerek, disar1 atilabilen GSH-MeHg kompleksi olusturur.
Ayrica GSH ve sentezi ile ilgili enzimler MeHg'nin neden oldugu gelisimsel
norotoksisitenin 6nemli hedefleridir (Khan et al. 2012; Stringari et al. 2008; Franco
et al. 2006).

Sican bobrek dokusu lizerine yapilan bir ¢alismada civa ve bilesiklerin
bobrekler i¢in oldukga toksik olup nekroza sebep oldugu belirtilmistir (Ibrahim et al.
2018).

Atrazine pestisiti lizerine yapilan ¢alismalar sonucu su bilgilere ulasilmis;
oral orta oldurict dozun (LD so) atrazin igin 3090 mg / kg oldugu , sicanlarda 1750
mg / kg, farelerde de, 750 mg / kg tavsanhamsterlarda ve 1000 mg / kg. dermal
LD 5o tavsanlarda 7500 mg / kg ve farelerde daha biiyiikk 3000 mg / kg'dir. 1 saat
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inhalasyon LC so daha biiyiik 0.7 mg / si¢an L. 4 saatlik inhalasyon LC 50 5.2 mg / L,
siganlarda. Maksimum Kirletici diizeyi 0.003 mg / L, ve referans dozu 0.035 mg / kg /

gunddr. (pmep.cce.cornell.edu)

Olumeciil konsantrasyon (LCso), belirli bir siire boyunca kendisine maruz
birakilan deney hayvanlarinin yarisint 6ldiiren havadaki veya sudaki bir kimyasal
maddenin konsantrasyonudur. Sigcanlarda metomil i¢in LDsg 12-48 mg/kg, farelerde
10 mg/kg ve gine domuzlarinda 15 mg/kg'dir. Tavsan derisine uygulandiginda dermal
LDso, 5.880 mg/kg'dir. Erkek siganlar i¢in inhalasyon LCsg 0.3 mg / litredir. (Berg
1986) (pmep.cce.cornell.edu).

Anyon degisimi kromatografisi yontemi kullanilarak Kefal baligiin
karaciger dokusundan GST enzimin 14 izoformu saf elde edilmistir. Saflagtirilan
dimerik yapidaki enzim izoformlarinin her birinin molekiil kiitlesi 23 kDa ve 28 kDa

olarak belirlenmistir (Martinez-Lara et al. 1997).

Flavonoidlerin GST enzimi {izerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada
GST enzimi, Holstayn (siyah alaca sigir) karacigerinden hidrofobik etkilesim
kromatografisi (HEK) yontemi ile saflastirilmistir. Saflagtirma isleminde Sepharose
4B-L-tirozin-9- naftilamin jeli kullanilmistir. Enzimin saflik kontrolii sodyum dodesil
stlfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile saglanmistir. Holstayn GST
(hGST) enziminin Km ve Vmax degerleri, 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB) ile
glutatyon (GSH) substratlar1 kullanilarak Linewear-Burk yontemine gore tespit
edilmistir. Bu degerler GSH igin sirasiyla 1,11 mM, 3,06 EU/ mL; CDNB igin 1,34
mM, 1,89 EU/ mL olarak belirlenmistir. GST izoenzimi olan hGST ‘nin de
aktivitesindeki degisim de gozlenmistir. ICso degerleri belirlenmistir. Sonug olarak en
gucld inhibitéor 2,1 mM ICso degeri ile 4’-(4-nitrofeniltiyotrenil)-6-hidroksi-
apigenidin olarak saptanmistir (Aksoy 2018).

Ozaslan (2014) yaptig1 tez calismasinda; Van goliinden almis oldugu Inci
Kefali baligmin karaciger dokusundan GST enzimini saflastirmis ve elde ettigi
enzimin aktivitesi iizerine bazi agir metallerin yaptig1 etkiyi incelemistir. Saflagtirma
islemi iki basamakta gerceklestirilmistir. Birinci basmakta homojenat hazirlanmis

ikinci basmakta ise glutatyon agaroz afinite kromatografisi uygulanmistir. %37,36
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verimle 316,11 kat saflastirilmis olan enzimin 29,304 EU/mg protein spesifik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Habig metoduna gore ve 340 nm’de Enzim aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Enzimin molekiil kiitlesi jel filtrasyon kromatografisi ile 62,35 kDa, alt
birimlerinin molekil kitlesi SDS-PAGE ile sirasiyla 28 kDa ve 33,8 kDa olarak
bulunmustur. Enzim i¢in optimum pH Tris/HCI tamponunda pH 7,8, optimum iyonik
siddet 100 mMTris/HCl, optimum sicaklik 30°C olarak stabil pH ise fosfat
tamponunda pH 5,5 olarak bulunmustur. Ayrica CDNB icin Ky sabiti 0,891 mM ve
Vmax degeri 1,245 EU/ml olarak; GSH igin ise, Km sabiti 0,060 mM ve Vmax degeri
0,562 EU/ml olarak tespit edilmistir. Uygulanan Ag*, Cu*?, Cd*? ve Co*? metal
iyonlar1 inhibisyon etkisi gostermis ve bu iyonlarin Lineweaver-Burk grafikleri
cizilip Ki degerleri sabitleri hesaplanmustir. K; sabitleri Ag* igin 1,96+0,69 uM, Cd*2
icin 0,117 + 0,031 mM, Cu*? icin 0,049 + 0,009 mM, Co™ i¢in 0,893+0,3 mM,
olarak hesaplanmustir. Ayrica ¢izilen Lineweaver-Burk grafiklerinden Ag* iyonunun
inhibisyon tipinin yarismasiz oldugu, Cu*?, Cd*? ve Co0* iyonlarmin inhibisyon

tipinin yarigmali oldugu belirlenmistir.

Inci Kefali balig1 iizerine yapilan baska bir calismaya gore Van Golii
havzasindan alinan baliklar lizerine metil paration (MP) pestisitinin akut ve kronik
toksiketkileri incelenmistir. Akut denemede, 6.45-15.00 mg/L arasinda 9 farkli MP
konsantrasyonu uygulanmis olup MP’nin biitlin konsantrasyonlarinda baliklarda
davranis bozukluklar1 gozlenmistir. 13.50 mg/L konsantrasyonun uygulanmasindan
sonra ilk 6lim gergeklesmisti. MP’nin 4.28 mg/L konsantrasyonunda karaciger
hiicrelerinde yag birikimi, damarlarda genisleme ve genellikle damar etrafinda lokal
nekroz, sar1 damlalar ve eozinofilik hiicre gruplarinin varligi gézlenmistir. Solungag
yapilarinda primer lamella epitelinde kalinlagma ve sekonder lamellerin u¢ kisminda
kivrilma ve epitel tabakada kopmalar belirlenmistir. Ovaryumlarda herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanmazken testislerde kanlanmalar, 6zellikle mitotik
safhadaki Ureme hicrelerinde bozulmalar, folikil limeninde genisleme gdzlenirken
mitotik sathaya girmeyen testiste intersititiyal dokuda eozinofilik hiicre gruplarinin
varhgi gozlenmistir.  Karaciger ve kas dokusunda asetilkolinesteraz (AChE)
aktivitesinin degigsmedigi bununla birlikte beyin dokusunda azaldigr (P<0.05),
butirilkolinesteraz (BChE) aktivitesinin 6l¢iilen dokularda degismedigi belirlenmistir.

Baz1 morfolojik, histolojik, hematolojik ve biyokimyasal kriterler baz alindiginda
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MP’nun inci kefali i¢in akut ve kronik toksik bir madde oldugu belirlenmistir

(Kankaya 2008).

Yapilan bir ¢alismaya gore farkli sicakliklardaki sularin uygulanmis oldugu
pullu sazan (Cyprinuscarpio) baliklarinda ¢orek otu yaginin GST enziminin
aktivitesi, MDA seviyesi ve GSH seviyesi lizerindeki etkileri aragtirilmistir. 20°C,
24°C ve 28°C sicakliklardaki sularda bekletilen baliklarin yemlerine ¢orek otu yagi
10 mg/kg yem olacak sekilde verilmistir. 24°C sicakliktaki tutulan baliklar kontrol
grubu olarak belirlenmistir. 10 glin boyunca yapilan c¢alisma sonunda baliklarin
karaciger ile bobrek dokularindan numuneler alinip incelenmistir. Yapilan islemler
sonucunda 20°C ile 28°C’de bulunan baliklarda MDA diizeyinin 6nemli oranda artig
gosterdigi GSH diizeyi ve GST aktivitesinde de azalma oldugu belirlenmistir. Corek
otu yaginin uygulamast MDA diizeyinde istatistiksel olarak yiiksek diizeyde azalma
ve GSH duzeyi ile GST aktivitesinde ise yuksek oranda artma belirlenmistir. Bu
sonuclar ¢corek otu yagmin baliklardaki sicaklik farkliliklarindan 6tiirli olusan strese

kars1 antioksidan gorevi gorebilecegini gostermistir ( Yonar 2017).

E.Coli ekstraklar iizerine yapilan bir ¢alismada glutatyon S-transferaz enzimi
%7,5 verim ile 2300 kat olarak saflastirilmistir. iki es alt biriminden olusan enzimin
Molekiil agirligr 45 kDa olarak belirlenmistir. CDNB substratinin Km degeri 1,43
mM ve GSH substratinin Km degeri 0,33 mM; Enzime ait optimum (pH 7,0),
optimum sicaklik 50°C ve stabil pH 5-11 araliginda bulunmustur (lizuka et al. 1989).

Monopterus albus tiirii balik karacigerinden glutatyon S-transferaz enzimi
glutatyon-sepharoz-6B afinite kromatografisi yontemleriyle saflastirilip karakterize
edilmistir. Enzim 13,07 pumol/ mg protein spesifik aktivite ve %14 verim ile 300 kat
saflagtirlmistir. SDS-PAGE yontemiyle molekiil agirlig: tayin edilmis ve her biri 26
kDa agirliginda olan iki alt birimden olusan (homodimer) oldugu belirlenmistir.
Enzim 7,0-7,5 araliginda optimum pH ve 45°C optimum sicakta bulunmustur.
Yapilan kinetik caligmalara gore GSH substratinin Ky degerinin 0,20 mM ve Vmax
degerinin 7,57 pmol/mg protein; CDNB substratinin Km degerinin 0,28 MM Vmax
degerinin 15,68 pmol/mg protein oldugu tespit edilmistir (Huang et al. 2008).
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GST enzim ailesi boceklerin insektisitlerden ve pestisitlerden korunmalarinda
ve detoksifikasyonda énemli bir géreve sahiptir (Yu 2004). Insektisit maruziyetine
bagl olarak ortaya cikan toksik etkiyi ortadan kaldirmak amaciyla pek¢ok bocekte
GST enzim aktivitesinin yiikseldigi belirlenmistir (Montas et al. 2001). GSH
molekiilii ve GST enzimi, ROS’un konjugasyonu ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin
detoksifikasyonuyla oksidatif zararin 6nlenmesinde (Singh et al. 2001), konukgu
bitkilerden salinan allelokimyasallarin (Yu 1993) metabolik detoksifikasyonunda,
ROS’un toksik etkisinden bocekleri korumada (Vontas et al. 2001), ayn1 zamanda
prostaglandinlerin ve bazi hormonlarin biyosentezinde (Kanaoka et al. 2000), hiicre

i¢i iyon kanallarinin diizenlenmesinde dnemli role sahiptirler (Dulhunty et al. 2001).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kullanmis oldugumuz; Glutatyon-Agaroz, GSH (indirgenmis glutatyon),
CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen), protein 6l¢cim reaktifleri ve elektroforez icin
kullanilan kimyasallardan standart serum albumin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), pB-merkaptoetanol, akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie
brillant blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil silfat (SDS), Sephadex G-
150 Sigma Chemical Company’den; sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan
(Tris), sodyum asetat, sodyum klortr, hidroklorik asit, amonyum persilfat, sodyum
azotlr, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat, potasyum asetat, etanol, metanol, asetik

asit, sodyum asetat, izopropanol E. Merck AG’den temin edildi.

3.1.2. Kulanilan Aletler ve Cihazlar

Cozeltileri hazirlamak icin saf su ve deiyonize su kullanilmistir.

Cizelge 3.1. kullanilan aletlerle cihazlar

Alet ve Cihazlar Markasi

Santrifij ThermoSL 16R
Spektrofotometre SHIMADZU (UV-1800)
pH Metre InoLab pH-

Meter CG840 Elektroforez tanki Consort EV265
Peristaltik pompa GILSON

Karistirict (Shaker) COMBI-Shaker
Karigtiric1 (Vorteks) WiseMix

Calkalayici IsoLab

Hassas terazi OHAUS pioneer
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Magnetik karistirict BioCote

Saf su cihazi Ultra Pure (Typl) Water
Gug kaynagi 1-Bio Rad Power Pac3000
Eppendorf Otomatik Pipetler (1x10),Sigma(ABD)
Corporation EC Buzdolaplari Arcelik

Derindondurucu (-20°C) Arcelik

3.1.3. Kulanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

3.1.3.a. GST enzim aktivitesini 6l¢mek icin kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,5 M KH2PO4 (pH=7,4) 13,61 g KH2PO4 (0,1 mol ) tartililip 180 ml saf
suyun iginde ¢ozulip pH=7,4’¢ ayarlandi. Hacim saf suyla 200 ml ‘ye tamalandi.

2. 20 mM GSH ¢ozeltisi: 122,9 mg indirgenmis glutatyon(GSH) (04 mmol)
alinarak bir miktar saf suyun iginde ¢6zuldu ve hacmi suyla 20 ml ye tamamlanda.

3. 25 mM CDNB Cozeltisi 101,3 mg 1-kloro 2,4 dinitrobenzen (0,5 mmol)
aliarak bir miktar etanolde (%95 ‘lik ) ¢6ziildii ve hacmi etanol ile 20 ml’ye

tamamlandi.

3.1.3.b. Homojenatin hazirlanmasi i¢in kullamlan cozelti

50mM Tris-HCI (pH: 7, 4) Tamponu: 0, 3g Tris 40 ml suda ¢ozuldu daha

sonra pH 7,4’e ayarlanarak ve hacmi saf suyla 50 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.c. Afinite kolonunda kullanilan ¢o6zeltiler

Dengeleme Cozeltisi: Kolonun dengelenmesi ve paketlenmesi i¢in kullanilan
tampondur. 10 mM KH2PO4 ve 150 mM NaCl, pH=7,4 0,4g KH2PO4(3 mmol) ve
2,61g NaCl (45 mmol) alinip 250 ml su igerisinde ¢oziiliip pH=7,4" e getirildi ve

toplam hacim destile suyla 300 ml’ye tamamlandi.

Yikama tamponu: Numune kolona tatbik edildikten sonra afinite kolonunun
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yikanmasi amaciyla kullanilan tampondur. 10 mM KH2PO4/0,1M KCI, pH=8,0 1,36
g KH2PO4 (0,01 mol) ve 7,45 g KCI (0,1 mol) karisimin hacmi destile suyla 800
ml’ye tamamlayip pH=5,0’e ayarlanarak toplam hacim destile suyla 1L ‘ye

tamamlandi.

ElGsyon ¢ozeltisi: 50mM Tris-HCI Cozeltisi, pH=9,5: 9,082 g Tris (74mmol)
alinarak 1,450L saf suda ¢oziildii, pH=9,5’e ayarland:1 ve toplam hacim destile suyla
1,5 L’ye tamamlandi. Hazirlanmis olan 50 mM Tris-HCI ¢6zeltisinden 20 ml alip
icine 0,01229 g GSH (glutatyon) ilave edilerek hazirlandi.

Rejenere-1 c¢ozeltisi (Borat tamponu): Afinite kolonun rejenerasyonunda
kullanilanilir. 0,1M H3BOs ve 0,5 M NaCl, pH=8,5 0,31 g H3BOs (5 mmol ve 1,46 g
NaCl (25 mmol) alinarak 40 ml saf suda ¢oziildii, pH= 8,5’¢ ayarlanarak hacmi
destile suyla 50 ml’ye tamamlandi.

Rejenere-2 cozeltisi (Asetat tamponu): Afinite kolonun rejenerasyonu icin
kullanilanilir. 0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NaCl, pH=4,5 0,41 g NaCHsCOO (5
mmol) ve 1,46 g NaCl (25 mmol) alinarak 40 ml saf suda ¢oziildii ve pH=4,5 ‘e
ayarlanarak hacmi destile suyla 50 ml’ye tamamlandi.

3.1.4. Protein tayininde (Bradford yontemiyle) kullanilan c¢ozelti

Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: %95 ‘lik etanol igerisinde 100 mg
CoommassieBrillant Blue G-250 reaktifi ¢ozilup %95 ‘lik 100 ml HsPO4 eklenerek

hacmi saf suyla 1L’ye tamamlandi.

3.1.5. Elektroforezde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1.1M Tris-HCI: 24,22 g Tris (0,2 mol) alinip 160 ml’lik saf suyun icinde

coziilerek pH=8,8’¢e ayarland1 ve toplam hacim saf suyla 200 ml’ye tamamlandi.

2. 1M Tris-HCI: 24,22 g Tris (0,2 mol) alinip 160 ml saf suyun iginde
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¢oziilerek pH=6,8’e ayarlandi ve toplam hacim saf suyla 200 ml’ye tamamlandi.

3. % 30 akrilamid, % 0,8 bisakrilamid ¢ozeltisi: 30 g akrilamid ve 0,8 g
bisakrilamid, 69,2 ml saf su icinde cozllerek toplam hacim saf suyla 50 ml’ye

tamamlandi.

4. % 10’luk SDS ¢ozeltisi: 1g sodyum dodesil siilfat 9 ml saf su icerisinde

¢Oziiliip hacmi saf suyla 10 ml’ye tamamlandi.

5. %10’luk persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat 9 ml saf suda ¢ozllerek

hazirlandi.

6. Yurutme tamponu: 1,51 g tris (12,5 mmol) ve 7,51g glisin (0,1 mol)
tartilarak 450 ml suda ¢6ziildi. %10’luk SDS’den 5 ml eklenip pH=8,3’¢ ayarlandi

ve toplam hacim saf suyla 500 ml’ye tamamlandi.
7. Numune tamponu: 1M Tris-HCI (pH=6,8"den) 0,65 ml, % 10’luk SDS’den
Iml %100’lik gliserinden Iml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf

su ile toplam hacim 10 ml’ye tamamlandi.

8. Sabitlestirme ¢Ozeltisi: Jel Uzerinde yurtulen proteinleri sabitlemek igin

%50 izopropanol, % 40 su ve % 10 TCA igeren bir karigim hazirlandu.

9. Jel boyama cozeltisi: 100 ml etanol, 80 ml saf su ve 20 ml asetik asit

icerisinde 0,2 g Coomassie Brillant Blue R-250 ¢oziilerek hazirlandi.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 100 ml metanol, 80 ml saf su ve 20 ml asetik asit

karistirilarak hazirlandi.
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3.2. YOntem

3.2.1. Glutatyon S-transferaz (GST) enziminin aktivite tayini

Bir ¢ok bagka substrat kullanilabilse de, aromatik elektrofil CDNB, GST
enzim aktivitesini belirlemek i¢in en sik kullanilanlardan biridir. Bu alt-tabaka,
dinitrobenzen, S-glutatyon (DNB-SG) kullanimi ile elde edilen {irtin, 340 nm 'de en
yiiksek absorbansi gosterir. Buna gore aktivite 6lctimleri 340 nm dalga boyundaki
absorbans artis1 kullanilarak gergeklestirildi (Comakli et al. 2015).

CDNB, GSH’in olmadig: ortamda glutatyon S-transferazi hizli bir sekilde
inaktive eder. Bundan dolay1 reaksiyon CDNB ile baglatilir. Aktivite Ol¢limii
yapmak amaciyla Cizelge 3.2. da verildigi gibi hacmi 1ml olan ¢6zelti hazirlandi.
Kiivetler spektrofotometreye yerlestirildi ve sonuglar okundu. Kronometre
kullanilarak baglangi¢ ve her bir dakikada birkez olmak iizere ii¢ dakika boyunca

absorbanslari 6lgiildii ve kayitlar alindi (Habig et al.1974).

Cizelge 3.2. GST enziminin aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilan prosediir

Kuvet icerigi Kor Numune
0,5 M aktivite tamponu 200 pl 200 pl
25 mM CDNB 20 pl 20 pl
20 mM GSH 50 pl 50 pl
Su 730 pl 710 pl
Enzim - 20 pl

EU = (AOD/9, 6) x (V1/VE) x SF

EU: 1 ml’deki enzim {initesi
AOD: Absorbansin 1 dk’daki degisimi
9,6: 340 nm’de 1 mM DNB-SG’nin ekstinksiyon katsay1s1
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V7: Olgiimii yapilan kiivetin toplam hacmi
Ve: Olglimii yapilan kiivete eklenen enzim numunesinin hacmi
SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnekler i¢in kullanilir)

Enzim iinitesi yukaridaki formulle hesaplandi.

3.2.2. Protein Tayini

3.2.2.a. Kalitatif Protein Tayin Ydntemi

Bu yoOntem, proteinin yapisindaki triptofan ve triozin aminoasitlerinin 280
nm’de en yuksek absorbansi gostermesi esasina dayanir (Segel 1968). Kromatografi
isleminde esit hacimde alinmis olan her bir fraksiyonda kalitatif protein tayini
yapildi. Kuvarz kiivetler igerisine alinan fraksiyonlarin absorbans degerleri

spektrofotometrede kore kars1 okundu.

3.2.2.b. Bradford Tayin Yontemi

Bu yontemle afinite kromatografisiyle saflagtirillmis olan enzim ve
homojenattaki protein miktarlart bulundu. Bu yontemin esasi Coomassie Brillant
Blue G-250’nin proteine baglanmasidir. Olusan kompleksin 595 nm’de en yuksek
absorbansina bakilir. Boyanin proteine baglanmasi ¢ok hizli gergeklesir. Protein ile
boyadan olusan kompleksin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasi biiyiik bir avantajdir. Bu

yontem 1-100 pg arasinda hassasiyet gosterir (Bradford 1976).

Tayin islemlerinde su prosediir izlendi; 1ml'sinde 1 mg protein igeren
standart homojenat ¢ozeltisi tiiplere siras1 ile 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl olacak sekilde konuldu. Tiplerin hacimleri saf suyla 100 pl'ye tamamlandi.
Tiiplere 4,9 ml renklendirici eklendi ve vorteks ile birlikle karistirildi. Inkiibasyonda
10 dakika bekletilmesinin ardindan 595 nm'de 2 ml'lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degerlerine bakildi. Karigimin i¢inde 4,9 ml renklendirici ve kor olarak
100 pl saf su vardi ve absorbans degerlerine denk olan mg protein degerleri,

standart grafik olarak ¢izildi. Numune ¢alismalari i¢in, 10 kat seyreltilmis bobrek
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homojenatt ve afinite kromatografisinden eliie edilen saflagtirllmis enzim
cozeltilerinden ayni sekilde tiipler hazirlandi. Vorteks ile karistirilan tiipler 10
dakikaligina inkiibasyona birakildi. Absorbans degerleri 595 nm'de okundu. 3 defa
tekrarlanan bu islemde 3 farkli Olgiim elde edilmis ve bu Ol¢limlerin aritmetik

ortalamalar1 alinmistir. Protein miktarlari standart grafik sayesinde belirlendi.

3.2.3. Inci Kefali Bah@ bobrek dokusundan GST enziminin

saflastirilmasi

3.2.3.a. Homojenatin hazirlanmasi

Van géliinden temin edilen inci Kefali balig1 soguk zincir kurallarina gore

Agr1 Tbrahim Cecen Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarina getirildi ve -80

9C’de donduruldu. Dondurulmus balik bobregi, sivi nitrojenle dolu amortar i¢inde
toz haline getirildi ve toz, 1 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM EDTA ve 1 mM
fenilmetilstlfonil fluortr (PMSF) iceren 50 mM tris HC1 (pH: 7,5) icinde stispanse
edildi. Homojenat 1 saat streyle 13.000 rpm’de santrifiij edildi ve daha sonra
cokelti ¢ikarildi (Comakli et al. 2015). Boylece homojenat olustu. Bu islemlerin
tiimii yaklasik +4°C de gergeklestirildi.

3.2.3.b. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Enzim saflagtirmada afinite kromatografisi yontemi kullanildi. Glutatyon-
agaroz jeli 1 gram tartilarak safsizliklar1 uzaklastirmak i¢in 200 ml saf su ile birkag
kez yikandi. Yikama sirasinda jel sisirilmis oldu. Hazirlanan jel, 1x10 cm'lik kolona
yuklendi. Jelin ¢okiisii ile birlikte peristaltik pompa ve dengeleme tamponuyla
dengelendi. Eltat ve tamponun 280 nm'de absorbans edilmesinden ya da pH'larinin
esitlenmesinden kolonun dengelenmis oldugu farkedildi. Boylece afinite kolonu
hazirlanmis oldu (Guvercin et al. 2008; Toribio et al. 1996).
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3.2.3.c. Enzimin glutatyon-agaroz kolunu ile saflastirilmasi

Hazirlanan homojenat hazirlanmis olan glutatyon-agaroz afinite kolonuna
dogrudan uygulandi. Ardindan kolon, icerisinden 10 mM KH2PO4 ve 0.1M KCI (pH:
8.0) gecirilerek yikandi. Yikama prosediirii, esit kor absorbans degerleri vasitasiyla
bir spektrofotometre Uzerinde izlendi. Kolon stabilize edildikten sonra, enzim
gradientli yikama ile saflastirilmistir. Eliisyon solventi, 50 mM tris HCI ve 1.25-10
mM GSH (pH: 9.5) bulundugu bir solvent gradyandan hazirlandi. Eliisiyonlar 1,5 ml
tiiplere aktarildi ve aktiviteleri, 340 nm'de absorbans artigi izlenerek olgildii. Bir
peristaltik pompa yardimiyla kolonun akis hizi 20 ml/s olarak ayarlandi. Saflastirma
islemi +4° C'de gerceklestirildi (Comakli et al. 2015)

3.2.4. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

Saflastirilan enzimin saflik derecesinin kontrol edilmesi amaciyla % 3-15
kesikli SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metodu dikkate
alinarak uygulandi (Laemmli 1970). ilk olarak elektroforez plakalar1 yikandi. Diiz bir
plaka ile kenarlarda aralik olusturmayi saglayacak bir plaka {iist iiste koyularak
kiskaclar ile sabitlestirildi. Bu plakalar sizdirma onleyici siinger igeren jel hazirlama
kabinine yerlestirildi. Ayirma jeli hazirlandiktan sonra enjektdr yardimi ile iki
plakanin arasina iist kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Jelin donmasi i¢in iki
saat beklendikten sonra ayirma jelinin katilig1 kontrol edilip yigma jeli hazirlandi.
Hazirlanan jel st bolgedeki boslugu dolduracak sekilde koyuldu ve o6rneklerin
uygulanacagi kuyucuklarin olusturulmasi amaci ile tarak yerlestirildi. Kuyucuklarin
olugsmasi i¢in jelin katilagmasi beklenirken kurumanin 6nlenmesi amaciyla 1slak
siizge¢ kagidi ile sistemin iistii kapatildi. Katilasmanin ardindan tarak yavas ve
dikkatli sekilde ¢ikartildi. Kuyucuklara eklenecek hacim 50 pL olacak sekilde enzim
Oornegi ile bire bir oranda Onceden hazirlanmis olan Ornek tamponu eklendi.

Inkiibasyon icin ii¢ dakika sicak su banyosunda bekletildi.

Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu doldurulduktan

sonra enzim Ornekleri ve standart proteinler numune kuyucuklarina yiiklendi.
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Elektroforez tanki kapatildiktan sonra alt kismindan (+) anot, st kismindan da (-)
katot yerlestirildi. Ik olarak 80 voltta 30 dakika &rnegin yiiriimesi beklendikten
sonra 6rnek ayirma jeline kadar ulasti. Bu asamanin ardindan gerilim 120 volt’a
yiikseltilerek Orneklerin jelin alt sinirina gelmesine kadar ydratilmesi strduruldd.
Orneklerin jel iizerindeki ilerlemesi rnek tamponuna ilave edilmis olan brom timol
mavisi ile saglandi. Orneklerin yiiriitiilmesi tamamlandiktan sonra akim kesildi ve
plakalar arasindaki jel yavas ve dikkatlice ¢ikarildi. Jel, sabitlestirme ¢ozeltisinde 20
dakika bekletildikten sonra boyama ¢ozeltisi icerisinde g¢alkalayici lizerinde 2 saat
inkiibe edildi. Jelin boyanmasindan sonra boyama c¢ozeltisinden ¢ikarilip yikama
cozeltisine koyuldu. Protein bantlar1 belirginlesip, rengi agilana kadar yikanan jel,

calkalayicidan cikartildi ve fotografi ¢ekildi.

Yigma jeli: 5 ml 1M Tris-HCI1 (pH:8,8), 4,4 ml %30’luk akrilamid %0,8
bisakrilamid, 0,2 ml %0,1’lik SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N, N’,N’-Tetrametil
etilen diamin) ve 3,13 ml saf su ile karistirildi. Bu karisimin {izerine en son olarak
0,27 ml %5’lik PER [amonyum persiilfat, (NH4)2S20s] eklendi.

Ayirma jeli: 0,41 ml 1M Tris-HCI (pH:6,8), 0,44 ml %30’luk Akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1’lik SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2,45 ml saf su

ile karistirildi. Bu karisimin iizerine en son olarak 0,07 ml %5’lik PER eklendi.

3.2.5. Inci Kefali Balig1 Bobrek dokusundan saflastirilan GST enzimiyle
ilgili yapilan karakterizasyon calismasi (molekiil agirhgimin SDS-PAGE ile
tayini)

Molekiil agirligr tayini Laemmli (1970) metoduna gore yapildi. Standart
protein olarak, 250 kDa, 130 kDa, 100 kDa 70 kDa, 55 kDa, 35 kDa, 15 kDa,’lik
proteinler kullanildi.  inci Kefali bahig1 bdbrek dokusu igin elektroforez islemleri
uygulandi. Standart proteinlerin Rt degerleri hesaplanip R¢-logMa grafigi, cizildi.

Saflagtirtlmis olan GST enziminin R, degeri hesaplandi ve bu degerler standart

grafikte yerine konularak log Ma belirlendi. Bu degerlerin antilogaritmasi alinarak

numunenin molekiil agirhig tespit edildi. Proteinlerin Rf degerleri su formdiiliin
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kullanilmasiyla belirlendi;

Ri=Xe/ Xboya

Xe = Proteinin ylrime mesafesi

Xboya = Boyanin yiiriime mesafesi

3.2.6. Kinetik Cahsmalar (GSH ile CDNB Substratlarinin Ky ve Vmax

Degerlerinin Bulunmasi)

GSH ile CDNB substratlarmin Km ve Vmax degerleri Lineweaver ve
Burk(1934) egrileri ile hesaplandi. Etkinlikler CDNB'nin sabit bir konsantrasyonu
ile bes farklt GSH konsantrasyonlarda test edildi ve ayni deneyler de sabit bir GSH
konsantrasyonunda, bes farkli CDNB konsantrasyonlarinda yapildi. (Lineweaver and
Burk at al. 1934)

3.2.7. Kimyasallarin in vitro etkileri

Cu?*, Cr¥*, Zn?*, Fe®* Mg?*, metil c1va, Inci Kefali balig1 bobrek dokusu GST
enziminin aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek igin ¢alisildi. Deneyler Fe®*
(2uM- 30uM), Cr*3® (0,1 mM-5 mM), Zn*? (0.05 mM- 0,25mM), Cu*? (1uM- 3.5
uM), Mg*? (10 pM- 60 pmM) ve metil civa (10 nM-67 nM) konsantrasyonlarinda
gerceklestirildi. Kullanilan pestisitlerden methomyl ( 1-5 nM), atrazine (2,3-17 uM),
diniconazole (0,9-2,8 uM) konsantrasyonlarinda gerceklestirildi. inhibisyon olmayan
kosuldaki aktivite degeri %100 olarak kabul edildi ve inhibitér bulunan ortamlarda
aktiviteler bagil yiizde olarak belirlendi. Inhibitér konsantrasyonuna karsi gelen
aktivite yuzdelerinin grafikleri ¢izildi. Enzim aktivitesinin yariya indigi inhibitor

konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Bradford metoduna gore cozeltiler igin kantitatif protein tayini yapildi ve
standart grafik (Sekil 4.1.) olusturuldu. Hazirlanmigs olan enzim ¢dzeltilerinin
kantitatif protein tayinleri ¢izilmis olan standart grafikten faydalanilarak bulundu.
Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri sekilde (4.1.)
gosterildi.

15 y =0,006x + 0,822
R2=0,995

1,4
1,3
1,2

1,1

Absorbans{595nm)

0,9

0,8

0] 20 40 60 80 100 120

ug protein

Sekil 4.1. Kantitatif protein tayini icin kullanilan standart grafik
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4.2. Inci Kefali Balg Bobrek Dokusu GST Enziminin Saflastirilmasinin

Sonuc¢lan

4.2.1. Afinite Kromotografisi Sonuclari

Hazirlanan homojenat siiziiliip afinite kolonuna tatbik edildi. Kolon uygun
tamponla yikandiktan sonra ¢ozelti eliisyonu yapildi. Eldatlar 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere alind1. Eltiatlarda 340 nm’de enzim absorbanslar dl¢iildi.

Cizelge 4.1. Inci kefali bahginin bébrek dokusundan GST enziminin saflastirma

sonuglari
g
| = i P
Hee | = = N
5 5| £ = =
= 4l E < g
£ ed 8| c|lec| | &85 | E| 3
E |25 2| g |84 €| §2E | &| &
o £ © [ d < D e S =
Z |f1 2| & |es§ °| S3m | | &
Homojenat |22 |0,121 1,46 |32,12 |2,662 [0,0828 100 |1
Afinite 3 0,799 10,0233 10,086 2,397 |27,8 89 (335

4.3. SDS-PAGE Yontemiyle GST Enziminin Saflik Kontrolii

Afinite kromatografisi ile alinmig olan eliiatlarda bulunan GST enziminin
saflik kontrolinde SDS-PAGE metodu kullanildi. Yapilan islem 3.2.4. bolimde
anlatilanlara uygun bir sekilde yapildi. Anlatilmis olan elektroforez sistemi
kurularak enzim ornekleri sirayla kuyucuklara konuldu ve yiiriitme islemi yapildi.

Sonug olarak ortaya ¢ikan bantlarin fotograflari alinip sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4.2. Afinite kromotografisiyle saflagtirilmis olan GST enziminin SDS-PAGE
yontemiyle safliginin kontrolii. 1. ve 3. kuyular standart proteinler 2. Kuyu afinite

kolonundan eliie edilen GST enzimine aittir.

4.4. iInci Kefali Bahgn Bobrek Dokusundan Saflastirlan GST Enziminin
Karakterizasyon Calismalarinin Sonuclar1 (SDS-PAGE ile Molekll Agiliginin

Belirlenmesi)

Afinite kolonundan alinmis olan enzim SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra
fotografi ¢ekildi (Sekil 4.2.) Standart proteinlerle enzimin jeldeki ytrume mesafeler
Olglldu ve Rf degerleri hesaplandi. Rf degerleri-log MA grafigi ¢izildi (Sekil 4.3.)
Molekiil agirhigi 28 kDa kDa olarak hesaplandi.

43



3 y =-1.3284x + 2.3286
R?=10.932

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Sekil 4.3. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rf- log My grafigi

4.5. Inci Kefali Bahgimin Bobrek Dokusundan Saflastirlan GST Enziminin
GSH ve CDNB Substratlarina Ait Km ve Vmax Degerlerini Belirleme Calisma

Sonuclar

Saflagtirmis oldugumuz GST enziminin GSH ile CDNB substratlari nin Ky
ve Vmax degerlerinin belirlenmesi amaciyla ImM'lik sabit GSH konsantrasyonuna
karsilik 5 ayr1 CDNB konsantrasyonunun aktivitesi ol¢iildii. Elde edilen degerler ile
1/[CDNB]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten faydalanarak
CDNB’nin K ile Vimax degerleri belirlendi.
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R? = 0.9642
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Sekil 4.4. GST enzimiyle 1 mM sabit GSH konsantrasyonuna karst CDNB’nin K

ve Vmax degerlerinin grafigi.

0,5 mM'lik CDNB konsantrasyonuna karsilik da 5 farkli GSH konsantrasyonun
aktivitesi Ol¢iildii ve alinan degerlere gore 1/[GSH]-1/V Lineweaver—Burk grafigi
¢izildi ve GSH’nin Km ve Vmax degerleri hesaplandi.

35 +
y=1,712%+ 6,193
R?=0,965
25
=
5 15 - °
¢
I / T T 1
-5 ( 5 10 15
_5 _
[1/GSH]mM

Sekil 4.5. GST enzimiyle 0,5mM sabit CDNB konsantrasyonuna kars GSH’nin Km

Ve Vmax degerlerinin grafigi
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Cizelge 4.2. Inci Kefali baligi bobrek dokusundan saflastirilan GST enziminin GSH

ile CDNB substratlarina ait Km ve Vimax degerlerinin kinetik caligmalari

Substrat Km(mM) Vmax(EU/mI)
GSH 0,429 mM 0,207 EU/mI
CDNB 0,276 mM 0,161 EU/ml
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Cizelge 4.3. Inci Kefali baliginin bobrek dokusu GST enzimi iizerine Fe*® metal

iyonunun inhibisyon etkisi

Konsantrasyon 0,000 2 4 10 20 30
(M)
% Aktivite 100 70 64 48 27 13
120
100
y =100e0.06x
. 80 R==0,969
= *
5: 60
° 40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35
[Fe’*lum

Sekil 4.6. Inci Kefali baliginin bébrek dokusu GST enzimi iizerine Fe*® metal

iyonunun inhibisyon etkisini gosteren grafigi
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Cizelge 4.4. Inci Kefali baligmin bobrek dokusu GST enzimi iizerine Cr*® metal

iyonunun inhibisyon etkisi

Konsantrasyon 0,000 0,1 0,5 1 2 5
(mM) Cr*3
% Aktivite 100 83 74 48 36 10

120
100 y= 100e-0.47=
R==0,971

80

60

%o Aktivite

40

20

0] 1 2 3 4 5 6

[Cr3*ImM

Sekil 4.7. Inci Kefali baliginin bobrek dokusu GST enzimi iizerine Cr*® metal
g

iyonunun inhibisyon etkisini gosteren grafik
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Cizelge 4.5. Inci Kefali baliginin bébrek dokusu GST enzimi (izerine Zn*? metal

Iyonunun inhibisyon etkisi.

Konsantrasyon | 0,000 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
(mM)

% Aktivite 100 75 55 46 41 35

120

100 }.' = 100e-4,59X
R*=0,947

30

60

%o Aktivite

40

20

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

[Zn* ] mM

Sekil 4.8. Inci Kefali baliginin bobrek dokusu GST enzimi iizerine Zn*? metal

iyonunun inhibisyon etkisini gosteren grafik.
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Cizelge 4.6. Inci Kefali baliginin bébrek dokusu GST enzimi iizerine Cu*? metal

Iyonunun inhibisyon etkisi.

Konsantrasyon 0,000 1 2 2,5 3 3,5

(uM) Cu?

% Aktivite 100 84 60 48 41 36
120

100
'}.' = 1 OOe-D,ESX

R*=0.977

& 80
Z
% 60
40
20
0
0 1 2 3 4
[CuuM

Sekil 4.9. Inci Kefali baliginin bobrek dokusu GST enzimi iizerine Cu*? metal

iyonunun inhibisyon etkisini gosteren grafik.
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Cizelge 4.7. inci Kefali baliginin bébrek dokusu GST enzimi iizerine Mg*? metal

Iyonunun inhibisyon etkisi.

Konsantrasyon 0,000 10 30 40 50 60
(LM)
% Aktivite 100 90 80 66 60 48
120 y=100e0.01x
R*=0,95
100
P 80 Fs
=
T 60
2 .
* 40
20
0
0 10 20 30 40 50 60 70
[Mg2uM

Sekil 4.10. inci Kefali baliginin bobrek dokusu GST enzimi iizerine Mg*? metal

iyonunun inhibisyon etkisini gosteren grafik
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Cizelge 4.8. inci Kefali baliginin bobrek dokusu GST enzimi {izerine Metil C1vanin

inhibisyon etkisi.

Konsantrasyon | 0,000 10 22 33 45 67
(mM)
% Aktivite 100 90 75 52 40 25

120

100

co
Q

y = 100e00%
R?=0,975

=)
an]

%Aktivite
I
[an]

[
o

Q

0] 10 20 30 40 50 60 70 80

[metil civalmM

Sekil 4.11. Inci Kefali baliginin bobrek dokusu GST enzimi tizerine metil civanin

inhibisyon etkisini gosteren grafik
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Cizelge 4.9. inci Kefali baligiin bobrek dokusu GST enzimi tizerine methomyl

pestisitinin inhibisyon etkisi.

Konsantrasyon | 0,000 1 2 3 4 5
(LM)
% Aktivite 100 85 65 48 32 25
120 \'] = 100e-0.26:¢
R2=0,977
100
80 ¢
a
2 *
2 60
<
X
40
20
0
0 1 2 3 4 5 6
[Methomyl]uM

Sekil 4.12. Inci Kefali baligmin bobrek dokusu GST enzimi Gzerine methomyl

pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren grafik
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Cizelge 4.10. Inci Kefali bahiginin bobrek dokusu GST enzimi Uzerine atrazine

pestisitinin inhibisyon etkisi.

Konsantrasyon | 0,000 2,3 3,5 5,8 14,5 17
(M)
% Aktivite 100 86 70 52 42 30
120 y= looe-D,DTx
100 R*=0,907
« 80
z .
Z 60
2 .
€ a0 ¢
20
0
0 5 10 15 20
[Atrazine]uM

Sekil 4.13. inci Kefali bahiginin bobrek dokusu GST enzimi Uzerine atrazine

pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren grafik
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Cizelge 4.11. Inci Kefali baliginin bébrek dokusu GST enzimi Gizerine diniconazole

pestisitinininhibisyon etkisi.

Konsantrasyon | 0,000 0,9 1,4 1,8 2,3 2,8
(M)
% Aktivite 100 61,8 52,6 47,5 31 18
120
100 v =100e05%
R==0937
g 80
2
£ 60
<
° a0
20
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Diniconazole]uM

Sekil 4.14. inci Kefali baligiin bobrek dokusu GST enzimi (zerine diniconazole

pestisitinin inhibisyon etkisini gosteren grafik
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Cizelge 4.12. GST enzimi icin metal iyonlar1 ve pestisit inhibitdrlerine ait I1Cso

degerleri

Inhibitor 1Cs0
Cu*? 2,4 UM
Cr3 1,5 uM
Zn*? 0,15 mM
Fe*? 10 uM
Mg*2 63 uM
Metil Civa 34,5 mM
Atrazine 9,8 UM
Diniconazole 1,3 uM
Methomyl 2,67 uM
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimlizde hizli niifus artis1 ve teknolojik ilerlemeler ¢evre kirliliginin en
onemli nedenlerinden biri haline gelmistir. Cevre kirliligini olusturan agir metaller,
kimyasal maddeler, pestisit ve insektisit gibi maddeler canli viicuduna dogrudan veya
dolayli olarak toksik etki olustururlar. Canlilar, kirleticilerin olusturacaklar1 toksik
etkileri azaltmak icin savunma sistemlerinde goérev alabilecek bircok enzimi
barindirmaktadirlar. Bunlarin en Onemlileri ksenobiyotiklerin detoksifiyesinden

sorumlu enzimlerinden biri olan Glutatyon S- Transferaz (GST) enzimidir.

GST enzimi disaridan aliman yabanci toksik maddelerin veya canli
metabolizmast sirasinda oksidayonla olusan {riinlerin, canlilarin  yasamsal
fonksiyonunu gerceklestiren biyomolekiillerle etkilesimini dnlerek hiicre yapisina

zarar vermeden atilimini gergeklestirir (Hayes et al. 2005 ).

Canlilar i¢in hayati fonksiyona sahip olan GST enzimi ilk kez sigan
karacigerinde tanimlanmig olup sonrasinda fare, insan ve sigirlarin degisik
dokularindan saflagtirilip karakterize edilmistir (Both et al. 1961; Boyland and
Chasseaud 1969).

Bu calismada, hemen hemen tiim canli organizmalarda yaygin bir sekilde
bulunan ve birgok metabolik olayda hayati 6nem tasiyan Glutatyon S-Transferaz
enzimi endemik bir tir olan Inci Kefali baligmin bdbrek dokusundan afinite
kromatografisi yontemiyle saflastirilip bazi kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi ve bazi
agir metaller ile baz1 pestisitlerin enzimin aktivitesi {lizerine yaptiklar

inhibisyonetkileri arastirildi.

Bu arastirma amaciyla Van goliinden alinan baliklar soguk zincir kuralina
uygun bir sekilde Agr1 Ibrahim Cegen Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarina getirilerek bobrek dokulari alinip (Comakli et al 2015) in uyguladigi
prosediire gére homojenatin hazirlanmasi1 ve afine kromatografisi olmak Uzere iki

sathada gerceklestirildi. Homojenizasyon yontemlerinden en etkilisi olan sivi azotla
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pargalama yontemi uygulandi. Par¢alanmis doku uygun bir tampon igerisine alinarak
13.000 rpm'desantrfyj edildi. Santrifuj sonunda ¢oken hiicresel atiklar atilip siiziintii
kismi1  glutatyon-agarozafinite kolonuna yiiklenerek saflastirildi.  Glutatyon-
agarozafinite jeli ile enzimlerin yliksek verim ve katsayi ile aktivite kaybetmeden
kisa siirede saflastirma avantajlarindan dolay1r ¢alismada bu afinite yontemi
kullanildi. Uyguladigimiz saflagtirma prosediirii sayesinde enzimi 5-6 saat slre
icerisinde 27,8 EU/mg protein spesifik aktiviteye sahip % 89 verimle 335 kat
saflastirildi (Cizelge 4.1). Afinite kolonundan elde edilen enzimin safliginin kontrolli
SDS-PAGE ile kontrol edilerek tek bant gozlendi (Sekil 4.2.) Standart proteinler ve
saflagtirilan enzimin jelde ylirime mesafeleri hesaplanarak Rf-log MA grafigi
cizilerek enzimin molekdl agirligr yaklasik olarak 28 kDa oldugu belirlendi. GST
enziminin farkli kaynakalardan elde edilen molekiil agirliklarinin belirledigimiz
molekiil agirligi ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Riol et al. 2001; Novoa et al.
2004, Givercin et al. 2008; Comakli et al. 2015).

Literatiir arastirmalarina gére molekiil kutlesinin belirlenmesi yonelik pek
¢ok calisma bulunmaktadir. Bunlardan bazilarina goére; Gokkusagi alabalik
karacigerinden saflastirilan GST enziminin molekiil kiitlesi 23 kDa (homodimer)
olarak belirlenmistir (Riol et al. 2001). Van Gélii Inci Kefali Baliginin solungag
dokusundan saflagtirilan GST enziminin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 32,21 kDa
olarak hesaplanmistir (Zari¢ 2017). Van Go6lii Baliginda yapilan bagka bir ¢alismaya
gore ise karaciger dokusundan saflastirllan GST enziminin heterodimer oldugu
bulunmus ve alt birimlerinin R¢ degeri 0,443 ve 0,539 olarak, molekul kutleleri ise
yaklasik 33,8 -28 kDa olarak hesaplanmistir ( Ozaslan 2014).

Tez galismamizda Inci Kefali baliginin bdbrek dokusundan saflastirilan GST
enziminin subsratlari olan GSH ve CDNB'nin Ky ve Vmax degerleri belirlendi. Bunun
icin sabit CDNB konsantrasyonuna karsilik 5 farkli GSH aktivitedegeri belirlendi.
Linevaewer-Burk grafigi cizilerek bu grafikten GSH substrati i¢in Km Ve Vmax
degerleri sirasiyla 0,429 mM ve 0,207 EU/mI olarak hesaplandi. CDNB substrati igin
de sabit GSH konsantrasyonuna karsilik 5 farkli CDNB konsantrasyonu belirlenip

spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi belirlendi. Linevaewer-Burk grafigi ¢izildi
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ve bu grafikten CDNB substrat1 i¢cin Km ve Vmax degerleri sirasiyla0,276 mM ve
0,161 EU/ml olarak hesaplandi. Enzim kinetik ¢aligmalarinda enzimin substrata olan
ilgisinin gostergesi olan Kv degeri CDNB de daha diisiik oldugu i¢in enzim bu
subsrataafinitesinin daha fazla oldugu belirlendi. Ancak, Comakli 2011°deki
calismasinda gokkusagi alabalik eritrositlerinden saflastirdiklart GST enziminin
subsratlart GSH ve CDNB i¢in Km degerlerini sirasiyla 0,0395 mM ve 0,2590 mM
olarak belirlemislerdir. Tilapya (OreochromisNiloticus) baligi {izerine yapilan bir
caligmada baligin solunga¢ dokusundan saflagtirilan GST enziminin Kkinetik
calismalarinda GST enziminin substratlari olan GSH ve CDNB'nin Kwm degerleri
sirastyla 0,35 mM ve 0,42 mM olarak belirleyerek ( Hamed et al. 2004) enzimin
GSH subsratina daha fazla ilgili oldugu belirtilmistir.

Dogal denge icin zararli olan kirleticiler (agir metalller, pestisitler, organik
kirleticiler..vs) farkli yollarla sucul ortamlara katilirlar. Bu kirleticiler dogrudan veya
dolayli olarak besin zinciri yolu ile canlilarin yasamsal fonksiyonunu olumsuz
etkilemektedirler. Ozellikle bu kirleticilerin en nemlilerinden olan agir metaller
protein yapisinda olan enzimlerin —SH ve —OH gruplarina baglanarak enzim
aktivitelerinde azalmaya sebep olmaktadirlar (Kakkar and jaffery 2005; Parkin
2005). Biitiin canlilar ( insanlar, baliklar, bitkiler..vs) agir metal ve pestisit gibi
kirleticilere maruz kalmaya kars1 oldukca duyarlidir. Bu canlilar insanlar tarafindan
tilketildiginde besin zinciri yolu ile organizmaya girerek biyobirikime neden olurlar.
Bundan dolayidir ki toksik maddelerin detoksifiye edilmesinde gorev alan

biyomolekiillerin bu kirleticilerden nasil etkilendigini anlamak oldukc¢a 6nemlidir.

Inci kefali baligi bobrek dokusundan saflastirilan GST enzim aktivitesi
tizerine bazi metallerin ve pestisitlerin inhibisyon etkileri incelendi. Bir inhibitdrin,
inhibisyon etkisini gosteren en 6nemli parametrelerden biri 1Cso degeridir ( Akyiz et
al. 2004). ICso degeri enzim aktivitesini yartya diisiiren inhibitér konsantrasyonu
olarak tanimlanmaktadir. Calismamizda metil civa, Cu®*, Cr¥*, Zn?*, Fe3* ve Mg®*
iyonlar1 ile atrazine, diniconazole ve methomyl pestisitleri inhibisyon etkisi
gosterdigi tesbit edildi. Bu kimyasallarin ICso degerlerini belirlemek i¢in % Aktivite-
[I] grafikleri cizildi (Sekil 4.6-4.14). Grafiklerdeki denklemler kullanilarak [Cso
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degerleri hesaplandi. Metal iyonlarinin ICso degerleri sirastyla su sekildedir; Cu?*
iyonu 2,4uM, Cr®" iyonu 1,5uM, Zn?* iyonu 0,15mM, Fe** iyonu 10uM, Mg?*
iyonu 63uM, Metil civa i¢in 34,5mM; Pestisitlerin ICso degerleri ise methomyl 2,67
uM, atrazine 9,8 uM ve diniconazole 1,3uM olarak belirlendi. Belirlenen ICsg
degerleri bu kimyasallara c¢ok diisiik konsantrasyonuna maruz kalindiginda bile

biyomakromolekdller tizerine toksik etki gosterebilecegi belirlendi.

Literatiir aragtirmalarina yapilan caligmalarda agir metallerin genel olarak
enzimleri inhibe ettigine dair bircok ¢alisma mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada insan
eritrositlerinden saflastirilan GR (glutatyonrediiktaz) enzim aktivitesi lizerine Pb*?,
Hg*2, Cu*, Cd*2, Fe*® ve Al metal iyonlarinin inhibisyon etkisi arastirilmis ve bu
iyonlarin enzimi 0,011mM ile 0,229 mM arasinda ICso degeri ile inhibe ettigini rapor
etmiglerdir (Coban et al. 2007). Yapilan baska bir ¢alismada kursun, bakir, kobalt
agir metallerinin sitozolik insan karbonik anhidraz I ve II aktivitesi {izerine

inhibisyon etkisi olusturdugunu belirlemislerdir (Ekinci et al. 2007).

Bu calismamizda detoksifikasyon reaksiyonlari i¢cin olduk¢a Onemli olan
glutatyon S-transferaz enziminin 6nemli gevresel kirleticiler olan metal iyonlarinin
ve bazi pestisitlerin enzimi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda inhibe ettigi sonucuna
varildi. Dolayisiyla inhibitorler icin belirlenen ICso degerlerinin dikkate alinmasi
metabolizmada hayati gorevleri gerceklestiren biyo-makromolekuller igin dnemli

olacaktir.
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Sonug Olarak;

1. Inci Kefali (Van Golii) Baligi bobrek dokusundan GST enziminin
saflagtirilmasinda glutatyon-agarozafinitekromatografisi yontemi kullanilmis ve bu
yontemle enzim saf olarak elde edilmis ve saflagtirma sonuclarinin literatiirle uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

2. Calisma sonucunda Inci Kefali Balig1 bdbrek dokusundan GST enzimi
%89 verimle 335 kat saflastinlmis ve 0,0828 EU/mg protein spesifik aktivitesi

belirlendi. Enzimin saflig1 elektroforez yontemiyle tek bant elde edilerek belirlendi.

3. Inci Kefali Baligi bobrek dokusundan saflastirilan GST enzimi {izerine
Metil civa, Cu?*, Cr3*, Zn?*, Fe** ve Mg?" metal iyonlar ile methomyl, atrazine ve

diniconazole pestisitinin inhibisyon etkileri incelendi.

4. Metal iyonlar1 ve pestisitler igin ICso degerleri hesaplandi. Inhibisyon
calismalar1 sonucunda pestisitlerin ve metal iyonlarinin diisiik dozlarda bile GST

enziminin aktiviteisni azalttiklar1 belirlendi.

5. Yapilann aragtirmalara gore agir metal ve pestisitlere maruz kalan canlilar
tilketen insanlarin bile risk altinda oldugu sonucuna varildi. Dolayistyla GST
enziminin inhibisyonu ile ilgi yaptigimiz bu ¢aligma literatiire arastirmalarina biiyiik

katki saglayacaktir.

6. Ayrica baliklarin alinmis oldugu Tiirkiye'nin enbiiyiik ve sodali golii olan
Van goliine dokiilen akarsularin, kentsel ve endiistriyel atik sularin agir metal ve
pestisit yiikleri bakimindan analiz edilmesi, bu yiikiin kaynaginin ortaya konularak

azaltma veya 6nleme carelerinin bulunmasi gereklidir.

7. Bu tez literatlirdeki benzer caligmalara uygun yapilmis ve sonuglari da
literatlire uygun bulunmustur. Tezimizin bir kismi1 da ICANAS da sunulmus ve
bilimsel dergilerde yaymlanmisti. Bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalar igin de

1yi bir kaynak olmasi bekleniyor.
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