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1. 0z

Bu ¢alismada, kefal (Liza saliens) sitozolik glutatyon S-transferazlari (GST) gahisilmis ve
1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ve etakrinik asit (EA) substratlar kullanilarak karakterize

edilmistir. CDNB ve EA substratlarina kars ortalama GST aktivitesi sirast ile 1365 £ 41 ve 140 £

20 nmol/dak/mg protein olarak bulunmustur. Sitozolik protein miktarinin ve 4 - 70°C arasindaki
sicaklik degerlerinin enzim aktivitelerine etkisi calistimistir. CDNB ve EA’ya Karsihik her iki
aktivitede protein miktarina benzer sekilde bagimlilik goriiliirken, optimum sicakhik sirasi ile
37°C ve 42°C olarak bulunmustur. Ek olarak pH’nin GST-CDNB ve -EA aktivitelerine etkisi
caligtimis ve farkli pH aktivite profilleri gozlenmistir. Her iki substrat igin Michaelis-Menten
Kinetigine uyan Vpmax and Km degerleri sirasi ile 1661 nmol/dak/mg protein ve 0.24 mM ve 157
nmol/dak/mg protein ve 0.056 mM olarak bulunmustur. Liza saliens’te GST’lerin dagilim
alisitmig ve diger balik tiirleri ile kiyaslanmustir. Liza saliens’te oldukga yiiksek aktiviteler
karaciger, bobrek, testis, bagirsak ve solungaglar dokularinda dlgiilmiistiir. Dahast, sonuglarimiz
bize Liza saliens’ten elde edilen GST aktivitelerinin sucul kirlilik igin biyomarkor olarak gok

yararh oldugunu gostermektedir.




2. ABSTRACT

In this study, feral Leaping mullet (Liza saliens) liver cytosolic glutathione S-transferases
(GSTs) were investigated and characterized using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and
ethacrynic acid (EA) as substrates. The average GST activities towards CDNB and EA were
found as 1365 + 41 and 140 + 20 nmol/min/mg protein, respectively. Effect of cytosolic protein
amount and temperature ranging from 4 to 70°C on enzyme activities were examined. While both
activities towards CDNB and EA showed similar dependence on protein amount, temperature
optima were found as 37°C and 42°C, respectively. In addition, effect of pH on GST-CDNB and -
EA activities were studied and different pH activity profiles were observed. For both substrates
GST activities were found to obey Michaelis-Menten Kinetics with apparent Vmax and Km
values of 1661 nmol/min/mg protein and 0.24 mM and 157 nmol/min/mg protein and 0.056 mM
for CDNB and EA, respectively. Distribution of GSTs in Liza saliens tissues were investigated
and compared with other fish species. Very high GST activities were measured in tissues from
Liza saliens such as liver, kidney, testis, proximal intestine and gills. Moreover, our results
suggested that GST activities from Liza saliens would be a valuable biomarker for aquatic

pollution.



3. ONSOZ

Sanayi ve endistrideki geligmelere paralel olarak siirekli artan miktarlarda toksik
kimyasallara maruz kalan canhlarin, bu toksik maddelerin etkilerini gidermede dnemli bir sistem
olan detoksifikasyon mekanizmasinda rol alan enzimler Faz | ve Faz I enzimleri olarak
gruplandiriimaktadir. Giiniimiizde hergiin yeni bir ilacin iiretilmesi ve bir gok kimyasal maddenin
gidalar dahil bir ¢ok alanda kullanilmasi sonucu insanlarin bu maddelere maruz kalmasi; bu
maddelerin viicutta nasil metabolize edildigini aydinlatici ¢alismalarin yapilmasi gerekliligini
ortaya gtkarmistir. Faz Il enzimlerinden olan Glutatyon S-transferazlar (GST) ilaglar gibi viicuda
alinan ekzojen ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda primer metabolik yolag: olarak ¢ok onem
arzetmektedirler. Bu galismada, GST’lar baltk (Liza saliens) dokularindan I-kloro-2.4-
dinitrobenzen (CDNB) ve etakrinik asit (EA) substratlart kullamilarak kargilagtirmalt
karakterizasyonlari gergeklestirilecektir. Ayrica, Liza saliens GST enzimlerinin gevre Kirliligi i¢in
biyomarkdr onemi arastirildi. Bu galigma Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu Temel
Bilimler Arastirma Grubunca TBAG-2058 (101T064) nolu arastirma projesi olarak

desteklenmistir.

4. GIRiS

Ekosistemdeki biitiin organizmalar siirekli olarak kimyasal yapisi organik veya anorganik
olabilen toksik kimyasallara maruz kalmaktadirlar. Clinkii modern diinyada ekzojen kimyasallara
maruz kalmak kaginilmazdir (Dawe, 1990). Toksik maddelerin artisina bagh olarak, organizmalar
bu maddeler (ksenobiyotik) ile miicadele edebilmek igin gesitli savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bu koruyucu mekanizmalar arasinda, ksenobiyotik atim sistemleri, ksenobiyotik
hidrolizi, ksenobiyotik metabolizmasi ve ksenobiyotik hedeflerinin onarimi bulunur (Guengerich,
1993: Mulder ve dig., 1990; Hodgson ve Deuterman, 1982). Cesitli kimyasallarin etkilerini
bertaraf eden bu mekanizmalardan “detoksifikasyon” olarak bilinen ve ozellikle karaciger
tarafindan gergeklestirilen ilag metabolizmasi 6zel bir 6neme sahiptir. Karaciger disinda
detoksifikasyonun lokalize oldugu dokular arasinda akciger, bobrek, sindirim sistemi ve deri

bulunur (Aring, 1980; Adali ve Aring, 1990; Aring ve iscan, 1983; Hussey ve Hayes, 1993).



Ksenobiyotiklerin eliminasyonu, bu bilesiklerin biotransformasyon sonucu suda ¢6ziinebilir
bilesiklere doniistiiriilmesine baghdir (Heidelberger, 1975; Waterman ve dig., 1986; Cooper ve
dig., 1965). Bio-transformasyonun sonucunda, absorbsiyonu kolay olan lipofilik bilesikler;
absorbsiyonu zor, bosaltimi kolay olan hidrofilik bilegiklere donistiiriiliir (Conney ve Burns,
1972; Williams, 1967). Biotransformasyon, “ilaglari metabolize eden enzimler” adi verilen enzim
grubunun aktiviteleri sonucunda gergeklesir. Bu enzimler tarafindan katalize edilen reaksiyonlar,
genellikle Faz-1 ve Faz-1l olarak adlandirilan iki alt gruba aynilirlar (Schenkman, 1999). Faz-I
reaksiyonlar, -OH, -NH,, -SH veya -COOH gibi, ksenobiyotigin polaritesini artiran bir
fonksiyonel grubun ilavesi ile sonuglanir (Schenkman, 1991). Olusan bu gruplar, Faz-Il
reaksiyonlari igin gerekli merkezlerin olusumunu saglar. Kenetlenme reaksiyonlari olan Faz-1l
reaksiyonlarinda ksenobiyotik ve onun herhangi metabolitleri, viicutta bulunan polar molekiiller
ile kenetlenir. Faz-Il reaksiyonlari baghca glutatyon S-transferazlar, asetil transferazlar,

glukuronil transferazlar ve siilfo transferazlar tarafindan katalize edilir.

Faz-1l detoksifikasyon enzim ailesinden olan Glutatyon S-Transferazlar (GST’ler)
(E.C.2.5.1.18) gesitli ekzojen veya endojen kaynakli elektrofilik, hidrofobik bilesiklerin glutatyon
(GSH) ile konjugasyonunu katalize eder. Bu bilesiklerin kimyasal yapist organik ya da anorganik
olabilir. Bu kataliz reaksiyonlarinda GST’ler, elektrofilik substratlar lizerine glutatyon tripeptidin
(y—glutamilsistil glisin) niikleofilik atagini kataliz eder (Hayes ve Pulford, 1995; Armstrong,
1997; Jakoby ve Habig, 1980). Boylece GST’ler, disaridan alinan toksik yabancit maddelerin
veya oksidatif basamakta olusan iriinlerin, viicutta bulunan diger makromolekiiller ile
birlesmesini Gnleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden atilmasini saglarlar. Bu anlamda
GST’ler, viicut i¢gin hayati koruyuculuk fonksiyonunu Ustlenmis olan enzim gruplarindan
birisidir. GST’ler, olaganiistii genig substrat spektrumuna sahiptirler. GST’ler, konjugasyon
olusumunu kataliz etmelerinin yani sira peroksidaz veya izomeraz aktiviteleri de gosterirler ve
¢ok gesitli kimyasallara kovalent veya kovalent olmayan sekilde baglanabilirler (Mannervik ve
Danielson, 1988). Bu sekilde bu metabolitlerin, makromolekiiller ile olast etkilesimlerinin
onlenmesi ile, ekzojen ve endojen olarak tanimlanan elektrofilik intermediyer bilesiklere karsi

viicudun ¢ok dnemli savunma sistemlerinden birini olustururlar (Jakoby ve Habig, 1980).
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Son zamanlarda gesitli patolojik ve ¢evresel faktorlerin bu izozimlerin ekspresyonunu
etkilediginin gosterilmesi bu ilgiyi daha da artirmistir. Buna bagli olarak, timdr markdrleri olarak
GST’lerin kullaniminin miimkiin oldugu Snerilmistir (Satoh ve dig., 1985; Tsuchida ve Sato,
1992; Kato ve dig., 1995). Cok degisik tirlerde, GST izozimlerinin varhg, farkli substrat
spesifikligi ile tayin edilmektedir. GST izozimleri, hemen hemen tiim dokularda bulunmaktadir.
inhibitorler, antiseralar ve gesitli substratlar kullanilarak elde edilen veriler ile sigan, fare, insan
gibi memelilerde sitozolik GST’lerin Latin alfabesine gore, Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta ve Zeta

olarak 6 sinifta gruplandiriimislardir (Board ve dig., 1997).

Baliklarda monooksijenazlar ve glutatyon S-transferazlar gibi biyotransformasyon
enzimlerinin calisilmast evrimsel, ekolojik ve toksikolojik bakimdan dnemlidir ¢linkii bugiin
bilinen 21.000 farkli balik tiirii bulunmaktadir ki bu sayr omurgalr tiirlerin toplamindan fazladir
(Moyle ve Cech, 1988). Ayrica, baliklar insanlar i¢in dogrudan besin kaynagidir. Cesitli sucul
organizmalarda bu biyotransformasyon enzimlerinin karakterizasyon ¢alismalari artmaktadir,
¢iinkii bunlar kimyasal kirlilik igin etkili birer biyomarkdr olarak kabul edilmektedirler
(Gallegher ve Eaton, 1995; Petcivalsky ve dig, 1997, Arig ve dig, 2000; Gadugbui ve James;
2000; Melgar-Riol ve dig., 2001; Novoa-Valinas ve dig., 2002).

GST izozimleri sergiledikleri farkli subsrat spesifikligi sayesinde farkli savunma
gorevlerinde yer alirlar (Mannervik ve Danielson, 1988). Bu enzimler, baliklar ve diger deniz
canlilarinda ksenobiyotiklerin bilyiik bir gesidinin detoksifikasyonuna kattlirlar. Hepatik
GST’lerin gesitli izoformlar saflastinimig ve farkh balik tiirlerinde kismen karakterize edilmistir
(Lauren ve dig., 1989; Perdu-Durand ve Cravedi, 1989; Gallegher ve Di Giulio, 1992; Al-Ghais,
1997). Bu enzimler ana olarak baliklarin karacigerlerinde bulunmasina ragmen gesitli baliklarin
solungag, bobrek, ve bagirsaklarinda aktiviteleri gosterilmistir (Gallegher ve Di Giulio, 1992; Al-
Ghais, 1997; Perez-Lopez ve dig., 2000). GST izozimleri ayni tiirlin ¢esitli dokularinda ve farkls
tiirlerin dokularinda cesitli miktarlarda bulunur. GST izozimlerinin farkli organlardaki farkli
diizeydeki ekspresyonlari aragtirmacilar tarafindan bu dokularin ksenobiyotiklerin toksik
etkilerine karsi hassasiyetleri hakkinda bilgi edinmek amaciyla kullanilmaktadir (Raza ve dig,

1997). Birgok tiirde GST ekspresyon seviveleri yabanci bilesiklere maruz kalma ile kimyasal




strese karsi adaptif bir tepki olarak kayda deger bir gekilde artis gostermekte ve bu artislar sucul

kontaminasyonun etkili biyomarkdrii olarak kullanilabilmektedir (Hayes ve Pulford, 1995).

Bu ¢alismada, ilk olarak GST aktivitesi kefal (Liza saliens) karaciger sitozolik
fraksiyonlarinda [-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ve etakrinik asit (EA) substratlar
kullanilarak karakterize edildi. Ek olarak, bu aktivitelerin L. saliens’in ¢esitli dokularinda ve

{zmir Korfezinin gesitli bolgelerinden yakalanan baliklardaki dagilimini incelendi.

5. BILIMSEL GELISMELER VE SONUCLAR
5.1. Materyal

g-Amino kaproik asit (e-ACA; A-2504), sigir serum albumin (BSA; A-7906),
bitilehidroksitoluen (BHT; B-1378), 3-[(3-cholamidopropyl)dimetilamino]-1-propan siilfat
(CHAPS; C-3023), kolik asit (C-1254), deoksikolik asit (D-6750), etilen diamin tetra asetik asit
disodyum tuzu (EDTA; E-5134), etakrinik asit (EA; E-4754), Folin reaktifi (F-9252), glutatyon,
indirgenmis formu (GSH; G-6013), glisin (G-7126), I-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB; C-6396),
Brij 35 (P-1254), fenilmetan siilfonil florid (PMSF; P-7626), sodyum potasyum tartarat (S-2377),
Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, USA)’den elde edilmistir. Aliiminyum kloriir
(06230), antimon (I11) kloriir (10774), asetik asit (27225), bakir (II) kloriir (12826), bakir siilfat
pentahidrat (61240), baryum kloriir monohidrat (11750), civa (ll) kloriir (83355), coomassie
pirlanta mavisi R-250 (27816), ¢inko kloriir (96468), gliserin (15524), kadmiyum kloriir
monohidrat (11709), kobalt (II) kloriir hegzahidrat (17739), lityum kloriir (73036), magnezyum
(1) kloriir hegzahidrat (63068), metanol (34860), potasyum kloriir (60129), sezyum Kkloriir
(20968), sodyum karbonat (31432), sodyum kloriir (13423), tris (33742Fluka Chemie (GmbH
Industriestrasse 25 CH-9471 Buchs/Switzerland)’den elde edilmistir. potasyum monohidrojen
fosfat (1.05101), potasyum dihidrojen fosfat (1.04873), sodyum dodesil siilfat (SDS; 13460),
triton X-100 (11869) E. Merck (Darmstadt, Germany)’ten satin alinmistir. Diger kullantlan bitiin

kimyasal ve reaktifler ticari olarak miimkiin olan en yiiksek analitik safliktadur.
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5.2. Balik ve Dokular

Cahismada kullanilan kefal baliklar (Liza saliens) Ege Denizi’nde i¢ Korfez'de Pasaport
mevkiinde ve Dis Korfez'de Yeni Foga, Mordogan ve daha dis noktada Cesme-Ildirt koyunda
balik ag: ile canli olarak yakalandi. Yakalama alani kiyt seridine olduke¢a yakin olmakla birlikte
(karadan yaklagik 10-20 m uzaklikta), bolge tarimsal ve endistriyel atiklarin merkezi

konumundadir. Yakalanan baliklar yaklasik olarak 300-600 g agirligindaydu.

5.3. Prosediir
5.3.1. Dokularin Sitozolik Fraksiyonlarimin Haurlanmast

Cahisma alanindan canh olarak yakalanan kefal baliklari buz ustiinde baslart vurularak
s1duriildii. Dokular (bagirsak, beyin, bobrek, dalak, kalp, karaciger, kas, mide, solungag, lireme
organlari) canli olarak baliklardan dissekte edildi. iceriginin monooksijenaz aktivitesi igin
inhibitor oldugu bilinen safra keseleri karacigerlerden dikkatlice uzaklastirildi. Dokular ilk olarak
buz iistiine alindi ve nce soguk distile su daha sonra da soguk fizyolojik serum ile yikanarak
dokularin kani uzaklastirildi. Mide ve bagirsak dokulari sogutulmus fizyolojik serum ile steril
siringalar kullanilarak temizlendi. Dokular dnce steril buzdolabi posetlerine kondu ve daha sonra
da aliiminyum folyo ile sarilip etiketlenerek sivi azotta donduruldu. Taze dondurulmus dokular

stvi azot icersinde ¢aligma alanindan Denizli’deki iniversite laboratuvarina getirildi.

Laboratuvarda, dokular sivi azottan gikarildi ve buz istiine alindi. Filtre kagudi iizerinde
kurulandiktan sonra dokular hizla tartildi. Bundan sonraki biitiin islemler 0-4°C arasinda
gergeklestirildi. Makas ile kiiciik parcalara ayrildi. Kesilen dokulara 2 mM EDTA, 0.25 mM
PMSF, 0.25 mM ¢-ACA, 0.15 mM BHT, %0.05 Kolat ve %10 Gliserin igeren %1.157lik KCl
¢ozeltisi iginde buz igine oturtulmus olan Patter—Elvehjem teflon cam homojenizatdrde
homojenizasyon islemi uygulandi. Homojenizator tiiptine alinan dokunun yaklasik 3 kati kadar
homojenizasyon ¢dzeltisi eklendi. Teflon cubuk cam tiip iginde 15 kez asagi—yukari sekilde
hareket ettirilerek ve dakikada 2600 doniis yapacak sekilde cevrilerek homojenizasyon islemi
gerceklestirildi. Teflon gubugun dondiiriilmesi islemi matkap kullanilarak yapildi (Black &

Decker, V2600). Homojenat, daha sonra post mitokondriyal fraksiyon elde etmek i¢in Sigma
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3K30 yiiksek hizli sogutmah santrifiij (12156 rotor, PO Box 1713, D-37507 Germany)
kullantlarak 10500 rpm (13300 xg) de 40 dakika santrifiij edildi. Supernatant ¢ift kath steril salg
bezinden siiziilerek ¢okelekten aynstirildt ve Sorwall Ultrasantrifiij (T880 rotor, Dupont
Company, Wilmington, DE 19898 USA) kullanilarak 45000 rpm (145215 xg) de 60 dakika
santrifiij edildi. Sivi sitozol kismu tiiplerden alinip, iglerine son konsantrasyonu %10 olacak
sekilde soguk gliserin ilave edildi ve eppendorf tiiplere esit hacimlerde konuldu ve daha sonraki

calismalarda kullaniimak izere sivi azota atildi.

5.3.2. Protein Miktar: Tayini

Kefal baligi dokularindan elde edilen post mitokondriyal (S9), sitozolik ve mikrozomal
fraksiyonlarin protein miktari tayini, BSA (sigir serum alblimini) standart olarak kullanilarak

Lowry ve dig., (1951)"nin metoduyla yapildi.

5.3.3. GST- 1-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB) Aktivitesinin Tayini

Hazirlanan kefal S9 ve sitozollerinde GST aktivitesi CDNB substrati kullanilarak Habig ve
dig., (1974) tarafindan 6nerilen spektrofotometrik metotla tayin edildi. Habig metodu, GST
tarafindan CDNB ile GSH konjugasyonu sonucu olusan 2,4-dinitrofenil glutatyon kompleksinin
15131 340 nm’de absorpsuyonuna dayanmaktadir. Asafidaki tablo da verildigi lizere tipik
reaksiyon ortami son | ml hacimde 100 mM potasyum fosfat tamponu, pH 7.5, | mM glutatyon

rediikte formu (GSH), 25 pg sitozolik ve/veya S9 protein ve | mM KDNB i¢ermektedir.

Reaksiyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 1’de belirtilen hacimlerde stok ¢ozeltilerden
alinarak, tek kullanimlik spektrofotometre kiivetinde | ml reaksiyon karigimi hazirlandi.
Reaksiyon en son CDNB ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon 10 sn.lik bir bekleme siiresinden
sonra absorbans degisimi UV-VIS Analytic Jena Specord 200 model Spektrofotometre de 340
nm’de | dakika takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans degisimlerinin 9.6

mM" .cm™ olan molar absorblama katsayisina boliinmesi ile hesaplandi.
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Tablo 1. Tipik GST-CDBN Aktivite Olgiim Karisimimin Igerigi

Stok Cozeltiler Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
400 mM KPi Tamponu, pH 7.5 0.25 100 mM
50 mM GSH 0.02 I mM
20 mM KDNB 0.05 I mM
Sitozol veya S9 (1 mg/ml) 0.025 25 ug
Distile su 0.655 -
Toplam Hacim | -

W

5.3.4. GST-CDNB Aktivitesinin Karakterizasyonu

Kefal balik dokularinda enzim aktivitesinin protein miktari, pH, sicaklik, zaman ve substrat

(CDNB) miktari ile degisimi incelendi ve optimum degerler tespit edildi.

5.3.4.1. GST-CDBN Aktivitesi Uzerine Protein Miktar1 Etkisi

Tablo 1°de verilen reaksiyon karigimi 5, 12.5, 25, 37.5, 50, 75, 100, 150, 200, 300 ve 400 ug
olarak farkli protein konsantrasyonlarinda tekrarlandi ve kefal balik dokusu sitozollerinde GST

aktivitesinin protein miktari ile bagintisi tespit edildi.

5.3.4.2. GST-CDBN Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Tablo 1’de verilen reaksiyon karigimi 3 farkli tampon sistemi kullantlarak inkiibe edildi. pH
4-5.5 arasinda sodyum asetat tamponu, pH 6.25-8.5 arasinda potasyum fosfat tamponu ve pH 9.0-
11.5 arasinda NaOH-glisin tamponu kullanildi ve 340 nm’deki absorbans fark: olgtilerek pH'nin

kefal baligi GST aktivitesi iizerine olan etkisi incelendi.

5.3.4.3. GST-CDBN Aktivitesi Uzerine Sicaklik Etkisi

Tablo 1°de verilen reaksiyon karigimi 4°C, 10°C, 20°C, 30°C, 37°C, 42°C, 50°C, 60°C ve
70°C gibi dokuz farkli sicaklikta gereklestirilerek kefal baligi GST aktivitesi iizerine sicaklik
etkisi tespit edildi.
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53.4.4. GST-CDBN Aktivitesinin Zamana Karst Degisimi

KDNB’nin konjugasyonu sonucu olusan absorbans degisimi 0’dan baslayarak 600 saniyeye
(10 dakika) kadar takip edildi. Absorbans ilk 60 sn sonunda okunmaya baslandi ve ilk 3 dakika
boyunca her 20 sn.de bir okunurken, daha sonra her 30 sn.de bir olmak iizere 6lgiilerek yapildi.

Elde edilen bu degerler enzim aktivitesinin zamana karsi degisim grafiginin ¢iziminde kullanildr.

5.3.4.5. GST-CDNB Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Reaksiyon karigimi 0.05 — 8 mM arasinda degisik CDNB konsantrasyonlari kullanilarak
inkiibe edildi ve kefal baligi GST enzim aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonun etkisi

incelendi.

5.3.4.6. Metal Etkisi

Aliiminyum (Al), antimon (Sb), bakir (Cu), baryum (Ba), civa (Hg), ¢inko (Zn), demir
[Fe(1l) ve Fe(lD)], kadmiyum (Cd), kobalt (Co), lityum (Li), mangan (Mn), nikel (Ni), potasyum
(K), sezyum (Cs), sodyum (Na) metallerinin kefal balifi sitozollerinin GST aktivitesi lizerine
olan etkisi incelendi. Bunun disinda en fazla inhibisyon etkisi gosteren metaller ile inhibisyon
tiplerini ve Km’lerini belirlemek amaglandi. Metallerin stok ¢dzeltileri 20 mM olarak hazirland:.
Genel metal etkilerini incelemek igin tim metaller reaksiyon ortaminda 1 mM olacak sekilde
kullanilirken, aktiviteyi en fazla diisliren sirasiyla Hg, Cu, Sb, Cd, ve Zn metalleri reaksiyon

ortaminda 0.1 mM olacak sekilde kullanildi.

5.3.4.7. Deterjan Etkisi
Brij 35, CHAPS, Deoksikolik asit, Emulgen 913, Kolik asit, Lubrol, SDS, Triton X-100,

Tween 20 deterjanlarinin kefal baligi sitozollerinin GST aktivitesi {izerine olan inhibisyon etkileri

arastirtldi. Deterjanlar reaksiyon ortaminda %0.1, %0.25, 2%0.5, %1 olacak sekilde eklendi.

5.3.5. GST-Etakrinik Asit Aktivitesinin (EA) Tayini

Hazirlanan kefal S9 ve sitozollerinde GST aktivitesi, CDNB substrati yani sira EA substrati
kullamlarak Habig ve dig., (1974) tarafindan Gnerilen spektrofotometrik metotla tayin edildi.
Aktivite, EA ile GSH konjugasyonu sonucu konjugasyon kompleksinin 151gt 270 nm’de

absorpsiyonuna bagli olarak Slgiildii. Tablo 2’de verildigi iizere tipik reaksiyon ortami son | ml
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hacimde 100 mM Tris-HCI tamponu, pH 6.8, 0.5 mM GSH, 25 pg sitozolik ve/veya S9 protein
ve 0.2 mM EA i¢ermektedir.

Tablo 2 Tipik GST-EA Aktivite Olgiim Karigiminin Igerigi.

Stok Cozeltiler Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
500 mM Tris-HCI tamponu, pH 6.8 0.2 100 mM
50 mM GSH 0.01 0.5 mM
4 mM EA 0.05 0.2 mM
Ornek (1 mg/ml) 0.025 25 ug
Distile su 0.715
Toplam Hacim 1

Reaksiyon ¢dzeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2’de belirtilen hacimlerde stok g¢ozeltilerden
alinarak, tek kullammlik spektrofotometre kiivetinde 1 ml reaksiyon karigimi hazirlandi.
Reaksiyon en son EA ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon 10 sn.lik bir bekleme siiresinden
sonra absorbans degisimi UV-VIS Analytic Jena Specord 200 model Spektrofotometre de 270
nm’de | dakika takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans degisimlerinin 5.0

mM'.em™ olan molar absorblama katsayisina bdliinmesi ile hesapland.

5.3.5.1. Karakterizasyon Calismalari

Kefal balik dokularinda enzim aktivitesinin protein miktari, pH, sicaklik, zaman ve substrat
(EA) miktari ile degisimi bir 6nceki CDBN aktivitesinde verildigi gibi aynen incelendi ve

optimum degerler tespit edildi.

5.4. Sonuclar

Kefal bahg sitozolik GST CDNB ve EA aktiviteleri reaksiyonlar neticesinde olusan

konjugasyon riinlerinin sirasiyla 340 ve 270 nm’'de spektrofotometrik tayinleri ile

gerceklestirilmistir. Her iki aktivite i¢in de standard reaksiyon kosullari kolayhgt lzmir Korfezi
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Pasaport mevkiinden yakalanan L. saliens bahk dokulari i¢in tayin edilmis ve daha sonraki
Slgimler igin kullanilmstir. Ayrica, bazi reaksiyon kosullart farkli bolgelerden elde edilen
orekler ile de denenmis, 6nemli farkhliklar gdzlenmemigtir (veri sunulmamaktadir). Degisik
baliklardan elde edilen sitozolik GST-CDNB ve GST-EA aktiviteleri Tablo 3’te verilmistir.
Yirmi yedi degisik L. saliens karaciger sitozollerinde sirasiyla CDNB ve EA igin Ortalama
(Ortalama + Standard SapmaD) 1163,27 + 265,56 ve 158,16 + 13,18 nmol/dak/mg protein olarak

bulunmustur.

Tablo 3 . Pasaport bolgesinden elde edilen farkli 6rneklerdeki sitozolik GST-CDNB ve GST-EA
aktiviteleri

CDNB (nmol/dak/mg protein) EA (nmol/dak/mg protein)
1645,02; 1354,36; 1602,48; 941,58; 1094,28; 1684,99; 1359,93; 1620,51; 142,001;154,643; 157,702, 161,131;
1037,36; 1037,92; 1315,48; 1295,57; 1234,87; 1695,45; 1228.35; 966,99, 169,122; 151,523; 160,598; 159,528
819,19; 1559,31; 871,23; 920,22; 1137,11; 973,01; 1571,64; 1451.21; 143,459; 134.942; 138,89; 174.86;
1341,2; 902,23; 1040,42; 1295,66; 1191.43; 1013,87; 777,08, 1060,39; 175,747; 159,363; 130,865; 170,247;
1286,88; 836,04; 116926, 1722,55; 1065.8; 1183,35; 1444,63; 164821, 141988, 183,394; 158,058; 179,416;
1162,46; 736,12; 1193,48; 1080,66; 1315,35; 898,73; 892,55; 1257,53; 155.612; 139,495; 138,242; 156,381;
961,04; 846,37; 1535,31; 990,78; 1317,74; 1405,24; 996.82; 823,2; 820,45; 145,654; 138,951; 155,743: 173,581ﬁ
1304,2; 1358,82; 1137.34; 772,315 779,68; 1523,99; 1540,25; 1084,51; 148.8; 167,659; 175434; 167084
979,75; 1473,99; 774,67; 895,09; 797,77; 802,48; 885,72; 1034,42; 868,49; 169,352; 180,346; 172,091; 162,]8§
1227,11; 887,93; 1093,91; 828,66; 732,52; 134027, 1227,16; 134796; 163,006; 168,345, 159,601; 138.004:
915,9; 1372,71; 1079,65; 1060,28; 1248,58; 1172,45; 879; 820,69; 1076,76; 151,386; 145,084; 157.864; 150,079§
1273,33; 1400,67; 1640,04; 1398,86; 1191,31; 1517,32; 1059,23; 1351,14; 172,029; 162,988; 148,474: 157,47,
534,92, 1404,38; 1393,22; 1040,71; 1230,7; 1082,56; 982,1; 1146,72; 160,329; 155.844; 142,771; 173.2;
659,52; 789,48; 858,23; 945,21; 1384,71; 1070,46; 972,09; 909,68; 1492,95; 156,931; 144,571; 163,984; 168,603;
958.,57; 1591,45; 1391,35; 1627,1; 1406,04; 1239,78; 890,03; 1499,01; 160.396; 170,782; 157,623; 143,929;
1185,56; 1136,53; 877,55, 1361,7; 982,91; 1480,41; 1446,32: 1021,17; 172,77, 138,865, 167,013; 171,989;
728.33; 876,93; 1135,01; 1198,61; 1100,15; 1301,25; 1032,95; 1342,66; 167,605; 148,35, 138,475, 182,501;
1123,46; 133039, 153751, 1538,41:1019,11; 1044,6,°1066,58; 1480.4;
852,08; 1472,21; 1394,33; 989,77; 1435,09;

Ortalama (Mean + SD): 1163,27 + 265,56 158,16 + 13,18

T

Liza saliens karaciger mikrozomlarinda GST aktivitesi CDNB ve EA substratlari kullanilarak
karakterize edildi ve enzimin biyokimyasal 6zelliklerinin arastirilmas: i¢in asagidaki verilen
islemler gerceklestirildi:

o Enzim aktivitelerinin hiicresel fraksiyonlardaki dagilimi (Tablo 4)
e Enzim aktivitelerinin reaksiyon siiresi ile degisimi (Sekil 1A ve B)
e Protein miktarinin enzim aktivitelerine etkisi (Sekil 2A ve B)
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* Substrat konsantrasyonunun enzim aktiviteleri lzerine etkisi ve K, ve V
sabitlerinin bulunmasi (Sekil 3A ve B)

pH’in enzim aktiviteleri lizerine etkisi (Sekil 4A ve B)

Optimum sicaklik belirlemeleri (Sekil 5)

Degisik metallerin enzim aktiviteleri iizerine etkileri (Sekil 6)

Degisik deterjanlarin enzim aktiviteleri iizerine etkisi (Sekil 7)

GST aktivitelerinin Liza saliens dokularindaki dagilimi (Sekil 8)

Farkli bolgelerden toplanan baliklarin GST aktiviteleri (Sekil 9)

max

* & & 0 ¢ 0

Karakterizasyon galismalarina gegmeden 6nce bu calismada incelenen GST aktivitelerinin
kefal baligi hiicre i¢i dagilimi incelendi. Sonuglar Tablo 4’te sunulmaktadir. GST izozimleri
primer olarak sitozolik olmalarindan dolay: agirlikli olarak GST aktiviteleri sitoplazmada tespit
edildi (sirasiyla CDNB ve EA igin %505 ve %S56). Bununla birlikte post-mitokondriyel
fraksiyonlarda da hatiri sayilir derece de aktiviteler gozlendi (sirasiyla CDNB ve EA igin %38.7
ve %31,1). Her iki substrat i¢in de mikrozomal fraksiyonlarda olduk¢a yitksek aktiviteler
(sirasiyla CDNB ve EA igin 287 + 26,2ve 25,92 + 2,71 nmol/dak/mg protein) gdzlendi. Bu
aktiviteler bir ok degisik balik tiirleri igin literatiirde verilen mikrozmal GST aktivitelerinden
oldukga yiiksektir. Bununla birlikte Liza saliens igin bu ¢alismada elde edilen GST aktivilerinin
hiicre i¢i dagihmlar degisik sucul ve karasal ortamlarda yasiyan canlilar icin verilen dagilimlar

icin uyum gostermektedir (Raza ve dig., 1997; Vidal ve Narborne, 2000).

Tablo 4 GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerinin dogal Liza saliens karaciger hiicre i
(Subselliiler) fraksiyonlardaki dagilim:

Subcellular Fraction GST Aktiviteleri (nmol/dakika/mg protein)*
CDNB EA
Postmitochondrial 1340.8 +£ 18.3 108.8 £ 6.6
Cytosol 1028.8 + 8.25 60.0+2.4
Microsomes 287.3+26.2 25927

*Sonuglar dort set deneyin triplike Slglimlerinin Ortalama + SD’si olarak verilmistir.

Liza saliens sitozolik GST-CDNB ve EA aktivitelerinin zamana karsi degisimi reaksiyonlarin
10 dakika siiresince tabibi ile incelendi (Sekil 1). GST-CDNB aktivitesi enzim aktivitesi ilk bes
dakika lineerite gosterirken (Sekil 1A igine yerlestirilmis kiigiik grafik) GST-EA aktivitesi ilk lic
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dakika boyunca dogrusallik gosterdi (Sekil 1B igine yerlestirilmis kiigiik grafik). Ayrica GST-
EA aktivitesinde 10 dakikalik inkiibasyon siiresince daha fazla sapmalar belirlendi. Dolayisi ile
bundan sonraki ¢alismalarda her iki aktivite 6lgtimii reaksiyonun GSH ile baslatiimasindan sonra

10 saniyelik bir bekleme periyodunun ardindan 60 saniye takip edilerek gergeklestirildi.

Protein miktarinin Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktiviteleri lizerine etkileri Sekil 2 de
verilmektedir. Reaksiyon ortamindaki sitozolik protein miktart 50 ug’a kadar artinldiginda her
iki enzim aktiviteside dogrusallik sergiledi. Bu noktadan sonra reaksiyon hizlarindaki artis
azalmis ve daha sonraki artiglarda aktiviteler bir hayli yavaslamistir. Rutin aktivite dlglimleri igin

her iki substrat igin de 25 pg protein miktari kullaniimistir.

Sekil 3A ve 3B’de Liza saliens hepatik GST larin sirastyla CDNB ve EA igin substrat
sagiirasyon kinetikleri verilmektedir. Enzim aktivitelerinin 2 mM CDNB ve 0,1 mM EA
konsantrasyonlar1 {izerinde sagiire oldugu gozlenmektedir. Her iki enzim aktivitesi iginde
reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuna karst ¢izen grafikleri Michaelis-Menten Kinetigine
uymaktadir (regresyon katsayilari sirasiyla CDNB ve EA grafikleri i¢in 0,9725 ve 0,9002 olarak
hesaplanmigtir). Lineweaver-Burk grafigi kullanilark yapilan saptamalarda gozlenen Via ve Kn
degerleri sirastyla CDNB ve EA igin 1661 nmol/dak/mg protein ve 0,24 nM ve 156 nmol/dak/mg
protein ve 0,056 mM olarak hesaplanmistir. Bu noktada literatiirde ayni substratlar i¢in degisik
balik tiirleri i¢in verilen Vi ve Ky degerleri bityiik farkliliklar gostermektedir. Ornegin, CDNB
icin verilen K., degerleri 0,4 ile 6,15 mM arasinda degisiklik gdstermektedir. Bu nedenle verilerin
karsilagtiriimasinin yapilmast mimkiin degildir. Ancak, yine de bu farkhiliklarin tiirler arasi
ekzojen veya endojen molekiillerin metabolizmasindaki farklihg isaret ettigi asikardir. Sonug
olarak, bir ¢ok calismada gosterildigi gibi, CDNB substrat icin ¢ok vyiiksek degerler
kaydedilirken EA igin ¢ok daha diisiik aktiviteler tespit edilmistir ki bu da muhtemel olarak
CDNB’nin birden fazla izozim tarafindan katalizlendigini ve EA’nin da bir veya daha az sayida

izozim tarafindan katalizlendigini gosterebilir.
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Sekil 2. Protein miktarinin Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerine etkisi
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Sekil 3. Substrat konsantrasyonlarinin Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerine etkileri
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Farkli pH degerlerinin enzim aktiviteleri {izerine etkisi Sekil 4’te verilmektedir. GST lerin
CDNB ve EA’ya kargi aktivitelerinin pH ile degisimini tamimlama calismalari asetat tamponu
(pH 4 ile 5,5 arast), fosfat tamponu (pH 6 ile 8,5 arasi) ve glisin-NaOH tamponu (pH 9 ile 11
arast) olarak @i¢ degisik aralikta t¢ degisik tampon kullamilarak gergeklestirildi. GST-CDNB
aktivitesi i¢in pH 7,5 ve pH 11 olarak iki farklt optimum pH gézlenirken GST-EA aktivitesi igin
pH 6,5 ile 9 arasinda diizlemsel bir optimum aralik bulundu. GST-CDNB aktivitesi i¢in gézlenen
iki pik noktast bu enzim igin daha dnce substrat ¢aligmalarinda da deginildigi gibi birden fazla
izozimin bu substrat1 katalize etmesini destekler bir bulgu olarak ele alinabilir. Benzer ¢ikarimlar
literatiirde de bildirilmistir (Vidal ve Narborne, 2000). Bu galiymada elde edilen optimum pH
degerleri literatiirde alabalik, kedibahigi ve kelebek bahg: gibi diger balik tiirleri igin verilen
degerler ile uygunluk gostermektedir (Lauren ve dig., 1989, Gallegher ve Di Giulio; 1992; Al-
Ghais, 1997).

3000 T 250

. i -

2500 + .
4 L + 200 +

' ] .
s [ ] =
cé 2000 1 ) s
(4
= - 1150 §
g | {2
L 1 1 =
3 1500 i i C
o N o
E i o
£ i + 100 E
o I 4 &
Z 1000 + A <
Q 3 w

©
. + 50

500 + . J

L4 J

! » ]

N PTTETIRET Y | TR ET T TS TN PR Y

0 2 4 6 8 10 12 14

Sekil 4. Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerinin pH ile degigimi
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Degisik inkiibasyon sicakliklarin enzim aktiviteleri lzerine etkilerini belirlemek igin
inkiibasyon karigimlart 4 °C ile 70 °C arasainda degisen sicakliklarda inkiibe edilerek aktiviteleri
tayin edildi (Sekil 5). Inkiibasyon sicakligi artirildiginda GST-CDNB aktivitesi daha dik ve hizli
bir artis gosterirken GST-EA aktivitesi daha yaygin ve distik bir degisim gosterdi. GST-CDNB
aktivitesi icin optimum pH 37 °C olarak tayin edilirken GST-EA igin 42 °C olarak bulundu.
Hangi substrat kullantlirsa kullamilsin yiiksek sicakliklarda mutlak denagiirasyon gdzlenmedi,
onemli diizeyde enzim aktiviteleri tayin edildi. Genel olarak, Faz Il konjugaz enzimleri igin pik
degerler 35 °C ve iizerinde bildiriimektedir. Bu g¢alismada elde edilen optimum reaksiyon
sicakliklar literatiirde alabalik, mersin baligt ve mercanlar igin verilen degerler ile benzerlik

sergilemektedir (Lauren ve dig., 1989; Perdu-Durand ve Cravedi, 1989; Al-Ghais, 1997).

6000 T T 250
T
5000 + 1 |
+ | T 200
l
€ I -
3 4000 1 £
2 s ; 3
g + 150 ,:;
] I 5
S 3000 ©
= L B
: | 3
£ - 100 E
m L | =
% 2000 + &
3]
i L 50
1000 $
0 t o
0 20 40 60 80

inkubasyon Sicaklig: (°C)
Sekil 5. Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerinin reaksiyon sicakligi ile degisimi

Liza saliens hepatik GST’lerinin CDNB ve EA’ya kargi olan affinitelerinin degisik

metallerce nasil etkilendigi Sekil 6°da verilmistir. Genel metal etkilerini incelemek igin tim
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metaller reaksivon ortaminda 1 mM olacak sekilde kullanilirken, aktiviteyi en fazla diisiiren
sirastyla Hg, Cu, Sb, Cd, ve Zn metalleri reaksiyon ortaminda 0.1 mM olacak sekilde kullanildi.

Genel olarak agir metallerin her iki aktiviteyi onemli derecede inhibe ettigi gbzlenmektedir.
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Sekil 6. Cesitli metallerin Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerine etkileri

Sucul veya karasal olsun degisik canhilardan elde edilen 6reklerde GST Slgtimleri i¢in veya
GST izozimlerinin saflastirilmasi igin reaksiyon ortamlarina veya saflagtirma tamponlarina
degisik deterjanlar ve eklenmektedir. Ayrica, deterjanlar sanayi atiklart ile ekosistemimize ve
ozellikle de sucul ekosistemlere katilmakta ve toksik etkiler yapmaktadir. Bu nedenle, bu
calismamizda degisik deterjanlarm GST-CDNB ve GST-EA aktiviteleri lzerine etkilerini
inceledik (Sekil 6). Her iki aktivite de dzellikle iyonik deterjanlarin yiiksek konsantrasyonlarinda
inhibe oldugu gozlenmekle birlikte GST-EA aktivitesinin GST-CDNB aktivitesine gore deterjan

aktivitesine daha hassas oldugu bulunmustur.




GST-EA Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)

Sekil 7. Cesitli deterjanlarin Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerine etkileri
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5.

Degisik organizma ve bu organizmalarin dokularinda degisik GST izozimlerin varligi ve
bunlarin farkh kombinasyonlari neticesinde reaktif ksenobiyotiklerin metabolizmasinda tiir ve
doku spesifik rolleri literatiirde detayh bir sekilde yer almaktadir (George, 1994; Leaver ve dig.,
1993). GST’ler Faz 1 metabolitlerinin  veya dogrudan ksenobiyotiklerin  GSH ile
konjugasyonlarini doku spesifik olarak katalize ederler. Bu nedenle, Liza saliens’in degisik
dokularinda GST-CDNB ve GST-EA aktiviteleri tayin edildi (Sekil 8). Her iki aktivite i¢cinde
maksimum aktivite karaciferde bulundu. Bununla birlikte, bobrek ve testislerde karacigere yakin
diizeyde aktiviteler tespit edildi. Yiiksek aktivite tespit edilen bu dokularda GST’ler ¢esitli
ksenobiyotiklerin veya endojen molekiillerin metabolizmasinda &nemli rol oynadiklarini
sOylemek yaniltici olmayacaktir. Bobrek ve proksimal bagirsak igin literatiirde bilgi mevcut iken
testis igin baliklarda herhangi bir veriye rastlanmamistir. Bunun iizerine gidilebilir ve boylelikle

literatiire yeni bir bilgi kazandirilabilir.
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Sekil 8. Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktivitelerinin doku dagilimlari
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Son olarak, bu g¢alismada GST'lain biyomarkér olarak kullamlabilirligini aragirmak icin
[zmir Korfezi civarinda bes degisik noktadan toplanan dogal kefal baliklar (Liza saliens)
karaciger dokularinda GST-CDNB ve GST-EA aktiviteleri olgiildt. Sekil 9°da Izmir Korfezi
etrafinda balik avlama istasyonlari gosterilmektedir. Toplama noktalari izmir sehir merkezine
(Liman) olan uzakhklarina gére A’dan E’ye kadar harflerle adlandirilmistir., Pasaport noktasi (A)
bilinen en kirli bdlgedir ¢iinkii burasi hem endiistriyel ve hemde evsel atiklar ile kirletilmektedir.
Mordogan (B). dis kérfezde bulunan ve hem daha az popiilasyon yogunluguna ve hem de daha az
endiistriye sahip bir bolgedir. Yeni Foga (C) ve Ildir (D) kuzey ve giiney yoniinde vaklasik
merkezden 100 km uzaklikta bolgelerdir; her ikizi de kérfez disindadir ve Ildir en az niifus
yogunluguna sahip kii¢lik ve sirin bir koydur. E (referans) noktasi temiz oldugu diisiiniilen Iidir
koyunun yaklagik bir ka¢ mil agiklarinda agik denizde bir noktadir. Diger noktalar kiyrya

vakindir.
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Sekil 9. Izmir korfezi etrafinda Liza saliens toplama istasyonlar.
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Sekil 10 yukarida verilen bolgelerden avlanan baliklarda 6lciilen eznim aktivitelerini
gostermektedir. Neticeler bulgulari desteklemek amaci ile, tiim diinyada sucul ekosistemler ve bu
ortamlardaki canlilardaki organik kirlenmeler igin uygun ve hassas bir biyomarkér olarak kabul
edilen EROD (EtoksiRezorufin O-Deetilaz) aktivitesi ile birlikte verilmektedir (Payne ve dig.,
1987; Bucheli ve Fent, 1995; van der Oost ve dig, 2003). GST aktiviteleri ayn1 drneklerde
olgtilen EROD aktiviteleri ile paralellik gostermektedir. Bu da GST’larin akuatik ortamlardaki
organic kirlenmenin ve canhlar iizerine etkisinin tabibi i¢in biyomarkér olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 10. Toplama istasyonlarinda avlanan Liza saliens GST-CDNB ve GST-EA aktiviteleri
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6. DEGERLENDIRMELER

1. GST'larin Liza saliens baligi her dokusunda sitozolik olarak ekspres edilen enzimler
oldugu gosterilmistir.

2. Farkli dokularda tespit edilen farkli GST diizeylerinin dokularin kendilerine has ve
fonksiyonlarina 6zel olarak degismekte oldugu bulunmustur. Bu noktada daha ileri
calismalar gergeklestilebilir

3. Liza saliens dokularinda tespit edilen GST-CDNB ve GST-EA aktivite diizeyleri
literatiirde diger baliklar ve hatta insane ve rat gibi canlilar i¢in bildirilen diizeylerin
¢ok ¢ok Ustiindedir ki bu Liza saliens’in kirli bolgelerde yagama adaptasyonuna katki
saglayan bir mekanizma olabilir.

4. Aynica, bu calisma Liza saliens GST aktivitelerinin akuatik ekosistemler igin bir
biyomarkor olabilegini vurgulamistir.

5. Proje Onerisinde GST ile sunulan ¢aligmalarin biiyiik bir kismi tamamlanmistir. Ancak,
Onerilen Western Blot analizleri gerceklestirilememistir. Bu noktada, Western Blot
analizi igin gerekli aparat ve techizat iiniversite kaynaklarinda satin alimasina ve sarfin

dab u proje kapsaminda alinmasina ragmen satin alinan primer antikorlarin balik

GST leri ile reaksiyon vermememesi nedeniyle beklenen sonuglar elde edilememistir.
Western blot analizleri igin INTERLAB firmasindan bu proje sarf kaleminden alimi
yapilan Sigma GL7781 Kodlu primer antikor olan “Anti-Glutathione S-Transferase
(GST), Unconjugated from Rabbit, buffered aqueous solution, IgG fraction of
antiserum (17-02-2003 746193 nolu fatura) reaktif olmamasi Western analizlerinden
beklenen sonuglarin eldesini engellemistir. Bu konuda ilgili firma ile bu antikorlarin
tekrar saglanmasi i¢in yazigmalar ve goriigmeler yapilmis fakat netice alinamamistir.

Bu konuda, 4 Ocak 2004 tarihinde proje de harcanmayan ve saglanan destekten arta

kalan biit¢enin sarfa aktarilarak yeniden antikor alimt i¢in yaptigim basvurunun reddi
ile ilerleme saglamak mimkiin olmamistir. Ancak, bu neticelerin eldesi i¢in ODTU
Biyoloji Bsliimiinden Prof. Dr. Mesude ISCAN ile kolloborasyona gegilmistir ve Prof.

Dr. Mesude ISCAN"1n antikorlari ile bu sonuglar mutlaka elde edilecektir. Ayrica,

veni kaynaklar ile yeniden antikor alimida giindemdedir.
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6. Ayrica proje nerisinde sunulan Liza saliens karaciger mikrozomlarinda FMO aktivitesi
methimazoliin ~ S-oksidasyonu, Dixit ve Roche, 1984 tarafindan tarif edilen
spektrofetometrik yontemle takip edilerek tayin edilmeye calistlmigtir  ancak
dedeksiyon limitlerinde gdzlenebilen bir aktivite elde edilememistir. Balik dokularinda
EFMO aktivitesinin gok disiik olmasindan dolayi bu gibi problemler ile karsi karstya
kalinmaktadir. Bu konuda farkll substratlar ile yaptlan denemeler de sonug
vermemistir.

7. Bu ¢aligmalardan
a. “Biochemical Characterization and Distribution of Glutathione S-Transferases in

Mullet (Liza saliens)” baslikli makale olarak Biochemistry (Moscow) dergisinde
baskidadir (kabul yazist ekte verilmektedir).

b. 13th International Conference on Cytochromes P450 Biochemistry, Biophysics
and Drug Metabolism, Prague, June 29 - July 3, 2003. kongresinde “Distribution
of Glutathione S-Transferases in Mullet (Liza saliens)” bashkl bildiri olarak
sunulmustur.

8. Projede saglanan mali destegin tamami kullamimamistir. Projeden UV-VIS Analytic Jena
Specord 200 model Spektrofotometre ve cesitli sarf malzemeleri satin alimi igin
78.678.200.000TL harcanmig ve 3.321.800.000TL tasarruf edilmistir.

9. Proje ¢aligmarini da kapsayan ve ayni zamanda proje de yardimci aragtirmact olan Aras.
Gor. Ash KIRIKBAKANin lisansiistii tezi yiiriitilmis ve tamamlanmisgtir.

10. GST ile ilgili olarak projede eksik kalan deneyler dniimiizdeki yaz doneminde mutlaka
tamamlanacaktir.

11. Sonug olarak yayinlar ve sonuglart ile bagarih bir proje gergeklestirilmistir.

= ONERILER

Yapilan bu cahigmalar daha ileri caligmalar igin temel olusturmustur. Bu kapsamda ilaglar ve
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda dnemli bir yeri olan GST izozimlerinin Liza saliens’ten
klonlanamasi, ekspres (ifade) edilmesi, ifade edilen proteinlerin saflasurilarak karakterize

edilebilir.Elde edilen verilerin oncelikle kefal (Liza saliens) bahginda GST'lerin diizeylerini ve
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snemlerini belirlemede daha sonra da bu enzimlerin insan ve diger canlilar ile olan benzerlik ve
farkliliklarini ortaya koyacaktir. Boylelikle, elde edilen bu rekombinant proteinler kullanilarak
insanlar icin kullanilan gesitli ilaglarin veya antioksidant oldugu belirlenen bitkisel kaynakli
maddelerin bu enzimler tarafindan nasil metabolize edildigi belirlenerek insan saghg ile
iliskilendirilecektir. Buradan elde edilebilecek veriler yeni ilag gelistirilmesi gibi alanlara da 151k
tutacaktir. Tiim bunlara ilave olarak iilkemiz kiyilarinda bolca bulunan kefal baliginin bu tiir

calismalar igin alternatif bir model olusturmasina biiyiik katkilar saglayacaktir. Tim bu amaglari

kapsayan bir ileri Aragtirma Projesi sunulmustur.
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8. Ozet (Abstract) :

Bu ¢alismada, kefal (Liza saliens) sitozolik glutatyon S-transferazlart (GST) ¢ahistimis ve 1-kloro-
2.4-dinitrobenzen (CDNB) ve etakrinik asit (EA) substratlart kullanilarak karakterize edilmistir.
CDNB ve EA substratlarina karsi ortalama GST aktivitesi sirasi ile 1365 £ 41 ve 140 + 20
nmol/dak/mg protein olarak bulunmustur. Sitozolik protein miktarinin ve 4 - 70°C arasindaki sicaklik
degerlerinin enzim aktivitelerine etkisi calisiimistir. CDNB ve EA'ya karsilik her iki aktivitede protein
miktarina benzer sekilde bagimhilik goriiliirken, optimum sicaklik sirasi ile 37°C ve 42°C olarak
pulunmustur. Ek olarak pH'nin GST-CDNB ve -EA aktivitelerine etkisi ¢alisiimig ve farkh pH aktivite
profilleri gozlenmistir. Her iki substrat icin Michaelis-Menten Kinetigine uyan V., and K, degerleri
sirast ile 1661 nmol/dak/mg protein ve 0.24 mM ve 157 nmol/dak/mg protein ve 0.056 mM olarak
bulunmustur. Liza saliens’te GST lerin dagilim1 ¢ahigiimig ve diger balik tirleri ile kiyaslanmigtir. Liza
saliens’te oldukca yiiksek aktiviteler karaciger, bobrek, testis, bagirsak ve solungaglar dokularinda
dl¢tilmistir. Dahast, sonuglarimiz bize Liza saliens’ten elde edilen GST aktivitelerinin sucul kirlilik
i¢in biyomarkdr olarak ¢ok yararli oldugunu gostermektedir.

9, Anahtar Kelimeler :
Faz 11, Glutatyon S-Transferaz, |-kloro-2.4-dinitrobenzen, Etakrinik asit, biyomarkdr ve Liza
saliens

10. Projede Yapilan Calismalarin Sonuglariile llgili Yayinlar (makale, teblig) :

a. Biochemical Characterization and Distribution of Glutathione S-Transferases in Mullet (Liza
saliens)” baslikli makale olarak Biochemistry (Moscow) dergisinde baskidadir (kabul yazisi ekte
verilmektedir).

b. 13th International Conference on Cytochromes P450 Biochemistry, Biophysics and Drug
Metabolism, Prague, June 29 - July 3, 2003. kongresinde “Distribution of Glutathione S-
Transferases in Mullet (Liza saliens)” baghkli bildiri olarak sunulmustur.
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